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Einleitung.

Der Wert der Milcherhitzung und ihr Nachwels. :

Unter den Nahrungsmitteln beschiftigt die Koutrolle de
Hygieniker seit den letzten Jahrzehnten ganz besonders die Milch.
Denn infolge ihrer Zusammensetzung bietet diese einen hervor-
ragend giinstigen Nahrboden fiir viele Mikroorganismen, welche
sich in diesem Substrat bei Temperaturen von 15° bis ungefihr 40° C.,
vor allem aber bei ca 35° geradezu fabelhaft schnell') vermehren. Die
zahlreichen Arten der Milchbakterien kann man nach der Harmlosigkeit,
Niitzlichkeit oder Schiadlichkeit ihrer Wirkung bezw. Stetigkeit,
Hiufigkeit oder Zufilligkeit ihres Vorkommens in verschiedener Weisc
gruppieren. Unter allen nehmen die pathogenen Bakterien das regste
Interesse der Human- und Veterinirmedizin in Anspruch, weil sie
bestimmte Infektionskrankheiten erzeugen und dieselben, wenn fort-
pflanzungsfahige Keime in der Milch oder den daraus hergestellten
Produkten vorhanden sind, auf Menschen und Tiere weiter zu ver-
schleppen vermogen. Von diesen Infektionskranklieiten kommen haupt-
siichlich in Betracht?)

1. als in den Bereich der Sanitdtshygiene gehorend: Typhus,
Diphteritis, Cholera, Scharlach und die von Tier auf Mensch iibertrag-
baren Ansteckungsstoffe der Tuberkulose, des Milzbrandes und der
Maul- und Klauenseuche (Blaschenausschlag).

2. als zur Befugnis der Veterinirhygiene gehorend: Milzbrand,
Tuberkulose, Maul- und Klauenseuche, deren Verbreitung vor allem
durch die aus den Sammelmolkereien zur Fiitterung bezogene Mager-
mileh, Molke u. a. Meiereiabfille erfolgt.

Durch Milch kénnen ferner iibertragen werden®) Ruhr, Pocken,
Gelbsucht, Tollwut, Rauschbrand und Lungenseuche, wenngleich
Niheres iiber das Verhalten der Milch zu diesen Krankheiten noch
wenig bekannt ist.

Hinsichtlich dieser Gefidhrnisse ist die Forderung der Hygiene,
eine moglichst keimfreie Milch in den Verkehr zu bringen, durchaus
berechtigt. Denn selbst die von pathogenen Bakterien freie Milch hat
sich nicht immer als absolut unschiddlich erwiesen (namentlich bei

1) vergleiche: von Kreudenreich ,Die Bakteriologie in der Milchwirtschaft"
Jena 1898, 8. 28, — Stohwann, ,Die Milch- und Molkereiprodukte Braun-
schweig 1898, 8. 842. — Kirchner ,,Handbuch der Milchwirtschaft Berlin 1898,
S. 69. — Barthel ,,Die Bakteriologie des Meiereiwesens Leipzig 1901.

?) Niaher auf die einzelnen Krankheiten einzugehen liegt nicht im Bereich
meines Themas. Die in Anm. 1 verzeichneten Werke enthalten die wichtigsten
Literaturangaben iiber das Verhalten der pathogenen Bakterien.

%) Kirchner, Stohmann.
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Kindern), ganz abgesehen von der mit sogenannten Milchfehlern be-
hafteten, fiir den Konsum nicht geeigneten Milch. Zudem liegt es in
der Natur der Sache, dass die Milch um so bekommlicher und haltbarer
sein muss, je weniger Organismen an ihrer Zersetzung arbeiten.

Als erprobtestes und unschidlichstes Mittel zur Abtotung der
infektiosen Keime und der Milchbakterien iiberhaupt hat sich die jetzt
allgemein angewandte Milcherhitzung erwiesen. - Jeder Konsument hat
es in der Hand, durch Kochen die Milch annihernd keimfrei zu machen.
Annédhernd keimfrei, denn je nach dem Grade, bis zu welchem man die
Entkeimung treiben will, lassen sich wissenschaftlich drei Arten der
Milcherhitzung') unterscheiden, namlich das Pasteurisieren, das par-
tielle und das vollige Sterilisieren der Milch.

1. Unter Pasteurisieren versteht man ein nach dem franzosischen
Chemiker Pasteur benanntes und von ihm zunichst zur Haltbarmachung
von Wein und Bier angewandtes Erhitzungsverfahren, wobei einc
Temperatur von nur 65° zur Abt6tung der meisten Bakterien als
geniigend sich herausstellte. Auf die viel keimreichere Milch iiber-
tragen, versteht man unter Pasteurisieren die Erhitzung derselben auf
Temperaturen, die unter dem Siedepunkte des Wassers liegen, also etwa
auf 65 bis gegen 100° C. Zweckmiassig verbindet man mit dem
Pasteurisieren eine schnelle, darauf folgende Abkiihlung der Milch auf
mindestens 15° C, die der Entwicklung lebend gebliebener Bakterien-
formen und dem bei hoheren Temperaturen (von 70° ab) entstehenden
Kochgeschmack entgegenwirkt. .

2. Der Ausdruck ,,partielles Sterilisieren‘ umfasst jene Erhitzung
der Milch, bei welcher die Wirme des siedenden Wassers voll erreicht
oder um wenige Grade iiberschritten und auf 103 hochstens 105° ge-
steigert wird, wihrend der Dauer von einer 34 bis 1 Stunde und zwar
unter Anwendung stromenden Dampfes. Dieses Verfahren totet ebenso
wie das Pasteurisieren und das Kochen die vegetativen Bakterien, und
zudem in kiirzerer Zeit, nicht aber die kochfesten oder Dauerformen,
die sogenannten Sporen. Es ist demnach zwischen dem lasteurisieren
und partiellen Sterilisieren kein grosser Unterschied vorhanden.

3. Das ,vollige Sterilisieren* bezweckt die Vernichtung aller
Keime, somit auch der die Kochtemperatur iiberdauernden.

Man erreicht das

a) durch 6—7 stiindiges Kochen der Milch; )

b) durch Anwendung gespannten Dampfes, und zwar in um so
kiirzerer Zeit, je hoher der Dampfdruck ist (in % Stunde
bei 130°, in 2 Stunden bei 120°, in 314 bis 4 Stunden bei
102 bis 103°); ‘

Durch diese beiden Methoden des volligen Sterilisierens erleidet
aber die Milch so wesentliche Verinderungen (Briunung, thmacks—
verinderung), dass sie zur menschlichen Nahrung kaum in Betracht
kommen diirfte. o .

¢) durch das discontinuierliche oder fraktionierte Sterilisieren.

Bei letzterem Verfahren wird die Milch zunichst entweder auf
hohe Temperaturen pasteurisiert oder auf 100° erhitzt. Die jetzt noch

!) Kirchner, Stohmann.
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vorhandenen Sporen lasst man durch 24 stiindiges Aufbewahren bei
angemessener Temperatur ' (30—40°) auskeimen und totet dann in
mehrmaliger Wiederholung dieser Methode die entwickelten, nicht
widerstandsfahigen Formen.

Hinsichtlich der pathogenen Bakterien hat die Erfahrung gelehrt,
dass die Kochtemperatur, aber auch schon das Pasteurisieren der Milch
auf hohe Grade sie vollkommen vernichtet, wenngleich fiir die einzelnen
Arten die kritischen, d. h. zu ihrer Abtstung geniigenden Temperaturen
und deren Einwirkungsdauer verschieden angegeben werden.l)

Im grossen und ganzen ist man jetzt dahin einig, das sorgfiltige
Pasteurisieren auf 80 bis 85° fiir die Vernichtung der Bakterien der
seuchenhaften Krankheiten als hinreichend anzusehen.?) Allerdings
ist es beim Ausbruch der Maul- und Klauenseuche durch Erlass des
preussischen Landwirtschaftsministers vom April 1894 den Molkereien
nur dann gestattet, die Magermilch von seuchenkranken oder seuche-
verdichtigen Kiihen wegzugeben, wenn dieselbe vorher entweder
wenigstens 14 Stunde lang bei mindestens 90° erhitzt oder mittelst so-
genannter Hochdrucksterilisierapparate auf 100° gebracht worden ist.*)

Dinemark hat die Milcherhitzung allgemein zur gesetzlichen
Pflicht') gemacht, und zwar ist die durch Geselz vom Juni 1899 vor-
geschriebene Temperatur von 85° C. durch eine andere Verordnung vom
1. Oktober 1904 auf 80° C. herabgesetzt worden. Es diirfen dort weder
Vollmilch noch Magerinilech noch Molke verkauft werden, wenn sie nicht
auf 80° erhitzt worden sind, und desgleichen nur von auf 80° pasteuri-
siertem Rahme stammende Butter und Buttermilch in den Handel
kommen. Die preussische Regierung hat bisher keine so tief ein-
schneidenden Verfiigungen erlassen, trifft aber beim Ausbruch ge-
nannter Epidemieen und Seuchen derartige Spezialvorkehrungen. Auch
ist in einigen Regierungsbezirken verordnet worden, die zur Ver-
fiitterung dienende Magermilch, Molke und sonstige Meiereiabfille vor
ihrer Abgabe aus den Sammelmolkereien auf mindestens 85° C. zu
pasteurisieren, wie auch viele Meiereien die Magermilch aus eigenem
Antrieb erhitzen. :

Kurz gesagt, der Wert der Milcherhitzung wird auch im Kreise
der Konsumenten mehr und mehr anerkannt. Ebenso hat der Landwirt

!) Vergleiche: van Geuns. Archiv fir Hygiene 1889, 369, cit. nach Jahresber.
f. Agr. Chem. 1889, S. 645 und 1890, S. 685. — Lazarus un i Bitter ,Zeitschrift fiir
Hygiene* Bd. VIII. cit. n. Kirchner, Handbuch ete. S. 97 u. Jahresber. f. Agr.
Chem. 1890, 684 ff. —- de Man u. Forster ,,Hygien. Rundschau® Bd. II, 869, cit. n.
Kirchner, S. 97. — Bang, in Barthel ,,Die Bakteriologie des Meiereiwesens.”

?) Vergleiche auch ,Die Milchhygiene in ihrer Anwendung auf die Praxis*
v. Dr. H. Tiemann, Molk. Ztg. Hildesheim 1906. Nr. 5. wo es wortlich heisst: ,,Was
nun die Frage anbelangt, in welchem Masse und in welcher Weise die Erhitzung
durchgefiihrt werden miisste, 80 beweisen alle bisher von den verschiedensten Forschern
auf diesem Gebiete angestellten Versuche, dass eine fast momentane Einwirkung
von 85° geniigt, um simtliche in der Milch vorhandenen Krankheitskeime abzu-
toten. Kine Meinungsverschiedenheit diirfte hieriiber kaum noch bestehen, nachdem
auch die Herren G. Rat Prof. Schiitz-Berlin nnd Loffler-Greifswald gezeigt- haben,
dass auch zar Vernichtong der Aunsteckungsstoffe der Maul- und Klauensenche eine
Temperatur von 85° C. ausreichend ist.

®) Stohmann.

‘) nach Barthel ,Die Bakteriologie ete.” und Molkztg. Berlin 1904, 161;
efr. anuch Milchztg. 1901 bis 1904a. verschiedenen Stellen.



es einzusehen gelernt, dass — wie Kiihnau sagt — die Erhitzun .
Magermilch und Molkereiabfille die conditio s?ne qua non ist, wefmdg:'
Seuchen von seinem Viehstande fernhalten will.

Hand in Hand mit den Bestrebungen der Hygiene nach Verall-
gemeinerung des Pasteurisierens arbeiten die Forschungen nach
Methoden zum Nachweis der stattgehabten Milcherhitzung bezw. die
Bemiihungen zur Vereinfachung der bereits bekannten Verfahren.
Denn es soll auch der in Dienste der Sanitits- und Veteriniarpolizei
stehende niedere Beamte, iiberhaupt jeder Konsument in den Stand
gesetzt werden, geniigend erhitzte Milch zu erkennen, um im negativen
Falle durch Aufkochen die Vernichtung etwaiger Ansteckungsstoffe
selbst vorzunehmen. Aus diesem Grunde kommen zur Zeit nur noch
die sogenannten Farbenreaktionen in Betracht, da jene brauchbaren
Nachweise, welche auf der teilweisen Umwandlung der in der Milch
enthaltenen Eiweisstoffe durch das Kochen beruhen, wie die von
Rubner?), Soxhlet?), Bernstein®), Kirchner?), Faber®), und de Jager®)
als zu kompliziert und fiir Massenuntersuchungen zu zeitraubend ver-
lassen worden sind. Das Gleiche gilt auch von den Methoden, die in
dem Nachweis bakterieller Einfliisse auf die Milch, z. B. von der neuer-
dings veroffentlichten Bonnema’schen’), sowie des beim Erhitzen frei-
gewordenen Phosphors beruhen. Dagegen sind als nicht zutreffend
bezw. unzuverlissig abgeurteilt worden: '

Schreiner’s®) Nachweis von Schwefelwasserstoff beim Kochen
frischer Mileh, welcher in bereits gekochter beim Erwidrmen nicht zu
erbringen sein soll. —

Die Unterscheidung nach dem Kochgeruch und Kochgeschmack,
weil diese individuell verschieden empfunden werden. —

Die Quévenne’sche®) Methode, wonach abgekochte Milch spater
und weniger vollstindig gerinnen soll als unerhitzte. —

Die Plauth’sche!®) Unterscheidung, indem gekochte Milch bei der
Erhitzung plotzlich und in grossen Blasen aufschiaumen soll im Gegen-
satz zu der allmihlich und in kleinen Blasen aufwallenden, unerwirmt
gewesenen Milch, —

Auch meine vorliegenden Versuche beschiftigen sich mit der
Nachpriifung der als am zweckmiissigsten befundenen Farbenreaktionen.
Insbesondere sollte erprobt werden, ob nicht doch die von verschiedencr
Seite als unzuverldssig -hingestellte Guajakprobe, speziell unter
Gebrauch von Guajakholztinktur, bei Beobachtung gewisser Vor-

!) Rubner. Hyg. Rundschau 1895, 1021: cit. n. Koenig ,Die Untersuchung
landw. u. gewerbl. wicht. Stoffe’ 1898, 365. )

?) Soxhlet efr. Stohmann ,,Die Mileh- und Molkereiprodukte® 1898, 338.

%) Bernstein. cfr. Referat Molkatg. Hildesheim 1900, 855.

4) Kirchner, Handbuch der Milchwirtschaft 1898, 140.

®) Faber, The Analyst 1889, XIV, 8. 41 cit. n. Siegfeld Milchatg. 1901, 723.

%) de Jager, Centralbl. f. med. Wissenschaften 1896. Heft 9, cit. n. Weber,
Dissert. Leipzig 1902.
. ) Bonnema, Chem. Ztg. Cothen 1905, 182; Molkztg. Hildesheim 1905, 445;
Milchw. Centralblatt 1905, Heft 4, 190.

8) Schreiner. Molk. Ztg. Berlin 1895, 614.

%) Quévenne. Jahresb. d. Tierirztl. Hochschule Hannover 1880/1882, S. 161;
cit. n. Weber.

1) Plauth. Referat v. Utz Milchatg. 1903, Nr. 9.
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schriften sichere Resultate liefert, da sie bei der Wohlfeilheit sowie der
Einfachheit der Selbstherstellung der Tinktur das fiir den Laien am
wenigsten umstindliche Verfahren ist. Tatsachlich greift man auch in
neuester Zeit, wo in milchwirtschaftlichen Instituten das Storch’sche
Verfahren vielen Anklang findet, sehr hiaufig zur Guajakprobe. So
verfiigte der Regierungsprisident von Breslau') anlisslich der in seinem
Bezirk aufgetretenen Maul- und Klauenseuche an die Landrite, dass
die in den betreffenden Kreisen stationierten Gendarmen und Polizei-
beamten unterAusriistung mit einem Flidschchen Guajakholztinktur und
einem Reagensglas hdaufig und unvermutet eine Guajakmischprobe aus-
fithren sollten zur Kontrolle, ob die aus den ausgesperrten Ortschaften
und aus Sammelmolkereien weggegebene Milch die vorgeschriebene
Erhitzung erreicht hiitte, sowie eine oftere Nachkontrolle durch die
Kreistierarzte anlisslich ihrer Dienst- und Revisionsreisen.

Bevor ich meine Untersuchungen darlege, mochte ich die zahl-
reichen Arbeiten auf dem Gebiete der Farbenreaktionen erwihnen.
Nach der mir zu Gebote stehenden Literatur kommen in Betracht:

. Das Guajakverfahren.

. Die Storch’sche Methode.

. Die Ursolprobe von Utz.

. Die Richmond’sche Reaktion.

. Die Arnold - Mentzel’schen Verfahren mit Paradiaethylpara-
phenylendiamin und Paradlanudophenvlamlnhvdrochloncum

. Die Dupouy’schen Methoden.

. Die Jodkaliumstérkeprobe.

8. Die Reaktion nach Schardinger.

1) Molk. Ztg. Hildesheim 1905, 230.

Ot QO RD
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I. Teil.
Die bisher verdffentlichten Ergebnisse der Farbenreaktionen.

1. Das Guajakverfahren.

A. Das Material zur Anfortlgnné der Guajaktinkturen und der das
Guajakblau liefernde Kdrper.

Die') das Material fiir die Herstellung der Guajakholz- und
Guajakharztinkturen liefernde Stammpflanze, Guajacum officinale,
gehort zu der Familie der Zygophylleen und ist ein auf den west-
indischen Inseln und in Venezuela wachsender immergriiner Baum.
Das in dem dunkelgriinen Kernholze bis zu 26 % enthaltene Harz wird
enweder durch Einschnitte in den Stamm oder durch Ausschmelzen aus
dem Holze gewonnen. Das erstere bildet die Handelssorte Resina
Guajaci ,,in granis*, das zweite fiihrt den Namen Resina Guajaci ,,in
massis“. Das Harz hat eine griinbraune Farbe, schwach aromatischen
Geruch, einen kratzenden Geschmack, ist sehr sprode und zeigt einen
glasglinzenden muscheligen Bruch. Das Guajakholz, welches sich
durch grosse Schwere und Hirte auszeichnet, wird zum Export in Form
grosser Scheiben und Blocke dem Stamm und den Aesten entnommen
und dann klein geschnitten oder geraspelt in den Handel gebracht.

Die charakteristische Eigenschaft alkoholischer Ausziige aus
Guajakharz oder Guajakholz, mit Oxydationsmitteln eine blaue Farbung
anzunehmen, hat seit ihrer Bekanntwerdung die wissenschaftliche
Forschung in hohem Masse in Anspruch genommen. So lieferte
Schoenbein?) in eingehenden Versuchen iiber die Blaureaktion des
Guajakharzes den Beweis, dass u. a. auch das von ihm entdeckte Ozon
jene Firbung hervorzurufen imstande ist. Infolge der von ihm ver-
tretenen Ueberzeugung, dass unter Ozon aktiver Sauerstoff zu verstehen
ist, nimmt er an, dass die gebliute Guajaktinktur eine lose Verbindung
des Guajaks mit aktivem Sauerstoff enthilt, und bezeichnet den ent-
standenen Korper als ein Ozonid. Durch weitere Versuche mit Mangan-,
Blei- sowie Silbersuperoxyd zeigte er, dass auch Superoxyden dic
Fihigkeit der Guajakbliuung in hohem Masse eigen ist, und machte
insbesondere darauf aufmerksam,2) dass Wasserstoffsuperoxyd und
diesem analoge Verbindungen in aetherischen Oelen bei Gegenwart von
tierischen und pflanzlichen Fermenten Ozonwirkung auf Guajak zu
#iussern vermogen. Hadelich*) wie auch Schaer®) stellten dann fest, dass

1) Richter ,Zur Kenntnis des Guajakharzes”, Dissertation Halle 1903, 8. 6.

?) cit. n. Richter ,,Zur Kenntnis des Guajakharzes*, Dissertation Halle 1903.5. 44,

%) nach Zink ,,Ueber die Unterscheidung roher und gekochter Milch ver-
mittelst der Guajaktinktur Milchztg. 1903. Nr. 13.

4, Hadelich: Journal fiir prakt. Chemie Bd. 87, cit. nach Richter, S. 45.

%) Schaer: Forschungsberichte iber Lebenemittel und ihre Bez. zur Hygiene

etc. 1895, cit. nach Richter, S. 45.
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die Guajakonsdure der die Blaufirbung liefernde Korper ist. Richter’)
gelang es, die Guajakonsdure in zwei Korper zu trennen, von denen der
eine — die o = Guajakonsiure — die Eigenschaft der Blaufirbung
besitzt, wihrend der andere — die B = Guajakonsiure — gegen
Oxydationsmittel vollstindig indifferent ist. Durch Reduktion des
Guajakblaues erhielt er namlich ein Produkt von derselben elementaren
Zusammensetzung als die & = Guajakonsdure, das durch Oxydation
wiederum ein Blau lieferte, welches genau dem aus der a = Guajakon-
siure direkt gewonnenen entsprach. '

B. Die Guajaktinktur als Milchreagens.

Die Guajakmischprobe.

Bereits 1842 hat H. Schacht?) mitgeteilt, dass frische Milch mit
Guajaktinktur sich blau farbt, wahrend gekochte die Reaktion nicht
gibt. Iliernach diirfte dieser Autor wohl der erste gewesen sein, der
die Guajakreaktion bei Milch beobachtet hat.

Auch Arnold®) griindete auf die Guajakbliuung seine Mischprobe
zur Unterscheidung roher und gekochter Milch. Nach ihm gibt rohe
Milch sowie solche, die nur auf 40 bis 60° C. erhitzt gewesen ist, mit
Guajaktinktur sofort oder nach wenigen Sekunden eine mehr oder
weniger starke, erst nach lingerer Zeit verblassende Blaufirbung. Auf
70 bis 78° erhitzte Milch zeigt die Bliuung zwar auch sofort aber
schwicher, iiber 80° erwirmte sowie jede einmal aufgekochte Milch
bleibt dagegen ungefirbt, sowohl beim Anstellen der Probe in derWirme
wie auch nach dem Erkalten. Als Ursache der Blaufirbung nimmt

“Arnold die Anwesenheit von Ozon in frischer Milch an und findet einen

Beweis hierfiir in der schnellen Blaufirbung eines Gemisches von
Rohmileh und Jodkaliumstirkekleister nach Zusatz von altem
Terpentinol. .

In der Folge wurde die Arnold’sche Probe verschiedentlich, u. a.
von Rubner*), als unzuverlissig bezeichnet, vornehmlich deshalb, weil
die Reaktion auch bei ungekochter Milch zuweilen ausbleibe, und es vor
allem unméglich sei, Zusitze von roher zu stark erhitzter Mileh zu
erkennen.

Ostertag®) fiihrt das Ausbleiben der Reaktion bei Rohmilch in
erster Linie auf zu scringe Zusitze an Guajaktinktur, dann auch —
besonders bei Priifung eines Gemisches aus roher und gekochter
Milch — auf unzulingliche Beobachtungszeit zuriick. Bei dem von
ihm empfohlenen Tinkturzusatze zur Rohmilch im Verhiltnis 1 :10
tritt nach seinen Angaben die Reaktion sicher und schnell (etwa nach
20 bis 30 Sekunden) ein, wihrend in_gekochter Milch selbst nach
stundenlanger Beobachtung sich keine Blaufirbung bemerkbar macht.

1, Richter. Dissertation. S. 46 ff.
Arch. d. Pharm. 1842, Heft 3. S. 3; Pharm. Centralh. Bd. XXII; Fresenius.

Zeitschr. f. analyt. Chem. 21, 285.
8) Jahresbericht d. Kénigl. Tierirztl. Hochschule Hannover 1880/82, 161 cit.

1. Weber Dissertation Leipzig 1902. °* .
4) Rubner. Hygienische Rundechau, Bd. 6. Heft 22. cit. n. Weber.

3) Ostertag. Ref. Molk.-Ztg., Berlin 1896, 507.
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Beziiglich Mischmilch konnte Ostertag noch einen Rohmilchzusatz von
15 % erkennen; bei geringeren Zusiitzen war der Nachweis unsicher.
Ostertag gibt daher der Arnold’schen Mischprobe folgende exakte
Modifikation:
Als Apparat sind erforderlich
a) ein Reagensglasstinder,
b) eine grossere Anzahl passender auf 10 cem geaichter Reagens-
glaschen (Milchglaschen), ‘
c) eine kleinere Anzahl schmilerer auf Kubikzentimeter
geaichter Glischen. (Guajakgléschen), '
d) eine 25 cecm-Pipette.

Ausfiihrung der Probe:

Mittelst der Pipette wird der zu untersuchenden Milch eine Probe
entnommen und auf 2 Milchglischen (das zweite dient zur Kontroll-
priifung) bis zum Aichstrich verteilt. Sodann wird in den Guajak-
gléschen die Tinktur abgemessen und der Milch zugesetzt. Unter Ver-
schliessen der Oeffnung mit dem Daumen schiittelt man das in den
Milchgldschen befindliche Giemisch durch, stellt die Gldschen in den
Reagensglasstinder und beobachtet 2 Minuten. Zeigt sich innerhalb
dieser Zeit keine Blaufiarbung, so ist die Milch weder im Ganzen roh
noch mit einer grosseren Menge von Rohmilch durchmischt. Zur Ver-
meidung von Fehlschliissen resp. zur Feststellung spiter eintretender
Reaktionen empfiehlt Ostertag, die Proben 1 Stunde stehen zu lassen.

Carcano') versetzt einige cem Milch in einer Porzellanschale mit
einigen Tropfen altem Terpentinol, erwiarmt schwach und gibt etwas
Guajakharztinktur hinzu: rohe Milch zeigt Blaufirbung.

Nach Dupouy?) darf alkoholische Guajaktinktur nicht frisch und
nicht zu alt sein, da sie dann bisweilen versage (Mangel an oxydierbaren
Stoffen). Er findet das Verfahren aber stets zuverlissig, wenn man
dem Gemisch von Milech und Tinktur 1 Tropfen 10%iges Wasserstoff-
superoxyd zusetzt und im Wasserbade bei 40° erhitzt.

Glage®) hat drei im Handel vorkommende Tinkturen, némlich:

a) Holztinktur in verdiinntem Weingeist (1 :5), :
b) Harztinktur in reinem Weingeist (1 :5) und
¢) Ammoniakhaltige Harztinktur, signiert als Tinctura Guajaci
ammoniata s. volatilis (Harz pulv.: Weingeist: Ammo-
niak = 8 : 10 : 5)
nachgepriift. Eine vierte, die Harz-Fencheltinktur s. Tinctura foeni-
culata (Fenchelol: Harz: Weingeist = 1 :4 : 20) hat er nicht beriick-
sichtigt. Auf Grund seiner Versuche hilt Glage die ammoniakalische,
ferner die Fencheltinktur fiir nicht brauchbar. Das Gleiche gilt fiir
die Guajakharztinkturen, von denen nur 4 unter den 27 gepriiften die
Reaktion gaben, wihrend von 31 Holztinkturen 14 (beinahe 50 %) sich

1) Carcano. Bolletino chim. farmac. 1896, 486, cit. n. Merck's Rep. 1900,
254 n. Pharm. Centralh. 1897, S. 392 ff. _

%) Dupouy. Pharm. Centralh. 1897, 392 (nach Rép. de Pharm. 1897. 206):
ferner Molk. Ztg. Berlin 1897, 283 u. Mileh-Ztg., 1903, 211. )

%) Glage. Ref. Milch-Ztg. 1901, 182,
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als reaktionsfihig erwiesen. (lage meint, dass die nicht reagierenden
Harztinkturen vielleicht aus bereits oxydiertem, somit nicht mehr
brauchbarem Harze hergestellt seien. ‘Auch leidet nach seiner Ansicht
die Brauchbarkeit von Harztinkturen dadurch, dass diese 6fters Fillun-
gen hervorriefen, wodurch die Reaktion stets gestort werde. Glage rit
deshalb nur zur Anwendung von Holztinkturen, welche stets vor der
Kauf und auch spiter von Zeit zu Zeit auf ihre Brauchbarkeit zu priifen,
gut verkorkt aufzubewahren und alljihrlich zu erneuern seien, da iiber
die Haltbarkeit der Tinkturen noch zu wenig Erfahrungen vorligen.
(Nach Glage gab die Tinktur noch nach 9, nach Ostertag noch nach 5
Monaten die Blaureaktion, wird aber von beiden fiir viel linger reak-
tionsfihig gehalten.) Im iibrigen bezeichnet Glage die Arnold’sche
Probe als das einfachste und zweckmaissigste Milchpriifungsverfahren.

Kiihnau') und Mauderer?) finden die Guajakprobe ebenfalls zuver-
lassig. Kiihnau ist fiir den alleinigen Gebrauch der Holztinktur und
fiir ein Mischungsverhiltnis von Tinktur: Milch = 1 :15. Gut ver-
korkt hilt sich die Tinktur nach seiner Ansicht jahrelang.

Siiss®) mischt in einem weiten Reagensglas 20 cem Milch mit 2 bis
3 cem Guajaktinktur. Guajakholztinktur (Holz : Weingeist (90 %)
= 1 :5) wie Guajakharztinktur (Harz : Weingeist (90 %) = 1" 25)
geben frisch bereitet mit Rohmilch keine Blaufiarbung, wohl aber beide,
wenn sic mehrere Wochen vor Licht geschiitzt beiseite gestellt worden
sind.

Siegfeld*) bemingelt, dass die Guajaktinktur nicht immer in guter
Beschaffenheit zu haben sei, und eine verhiltnismissig grosse Menge
davon angewandt werden miisste. Er empfiehlt die Tinktur nur in
frischem Zustande und mit Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd (cf. Tab.
B. S. 43.)

Utz®) beanstandet das Guajakverfahren als unzuverléssig.

du Roi und Kohler®) heben als Fehler der Guajakholztinktur her-
vor, dass diese nicht in gleichmissig wirksamem Zustande zu er-
halten sei.

Die Arnold-Weber'sche Guajakringprobe.

Infolge der unablassig wiederholten Zweifel an der Zuverlissig-
keit der Mischprobe beschiftigten sich Weber sowie auch Arnold und
Mentzel eingehender mit dem Guajakverfahren und ermittelten unab-
hiingig von einander eine neue Methode, welche unter dem Namen »Die
Arnold-Weber’sche Guajakringprobe (auch Zonen- oder Schichtreak-
tion genannt) bekannt geworden ist. Massgebend war hierbei fiir dic
Versuchsansteller die Tatsache, dass Farbenreaktionen an der Beriih-
rungsstelle der sie hervorrufenden Agentien am deutlichsten auftreten.

1) Kithnan. Milchzeitung 1901, 327.

*) Maunderer. Deutsche tierirztl. Wochensehr. cit. n. Zink Milehztg. 1903.
Nr. 13.

" Siiss: Pharm. Centralh. 1902, 113.

‘) Siegfeld. Milch-Ztg. 1901, 723.

% Utz. Pharm. Centralh. 1901, 149.

) du Roi u. Kohler n. Mileh-Ztg. 1902, 17.
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A. Die Befunde Webers.

. Weber') begann seine Arbeit mit umfangreichen Parallelversuchen
zwischen der Mischprobe und seinem eigenen Verfahren, Von dem
Gebrauch der so oft als mangelhaft geriigten Harztinktur nahm er vorm
.vornherein Abstand und benutzte, um gleichmissige Resultate zu er-
halten, durchweg ein und dieselbe vor dem Kauf mehrmals mit Roh-
milch als kréftig wirksam befundene Guajakholztinktur in Alkohol.

Die Priifung der Vollmilch erstreckte sich sowohl auf Proben ver-
schiedenen Alters, also auf soeben ermolkene bis vollkommen saure
Milch, wie auch auf solche von verschiedener Herkunft, d. h. auf Milch
von einzelnen Kiihen, Sammelmilch, ferner Morgen-, Mittags- und
Abendmilch. Hierbei fand Weber die Unzuverlassigkeit der Arnold-
Ostertag’schen Mischprobe bestitigt, denn des Gfteren blieb die Blau-
reaktion entweder ganz aus, oder sie erfolgte nur schwach bezw. in
beiden Fillen erst auf sehr starken Tinkturzusatz (bis zu 20 %) scharf.
Weber rit aber von einem derartig hohen Tinkturverbrauch entschieden
ab, weil die Probe dadurch zu kostspielig wiirde.

Ausnahmslos giinstige Resultate lieferte ihm hingegen seine
Schichtprobe, welche folgendermassen auszufiihren ist:

1) In ein moglichst kurzes nicht zu enges (an der Oeffnung ca. 2 em
breites) Reagensglas gibt man 1 bis 2 cem Milch.

2) Das Reagensglas wird sodann in einem passenden Stinder unter-
gebracht.

3) Hierauf traufelt man von der Guajaktinktur, die zweckmissig in
einer weissen Tropfziihlflasche von 100 gr Inhalt aufbewahrt wird, etwa
3 Tropfen direkt auf die Oberfliche der Milchprobe und beobachtet.

4. Proben, bei denen die Tinkturtropfen an der Wandung des
Reagensglischens zur Mileh hinabfliessen, sind von der Kontrolle
auszuschliessen.

5. Erschiitterungen des Reagensglischens sind zu vermeiden, da
hierdurch die Deutlichkeit und die Haltbarkeit der Zonenreaktion be-
einflusst wird.

Nach dem Zusatz der 3 Tropfen Tinktur machte sich bei denWeber’-
schen Versuchen in jeder rohen siissen Milch innerhalb 5 bis 20 Se-
kunden, in jeder rohen sauren Milch spitestens nach 2 Minuten ein
ca. 1 bis 3 mm breiter blauer bis blaugriiner Ring bemerkbar. Die In-
tensitit bezw. die Reinheit, ferner die Breite und die Haltbarkeit
der blauen Zone wuchsen allmihlich mit dem Alter einer Milch. In ge-
kochter Milch blieb die Reaktion auch bei einer Beobachtungszeit von
12 Stunden vollkommen aus. )

Der Wendepunkt fiir das Eintreten des blauen Ringes liegt nach
Weber zwischen 75 bis 78°. Denn wihrend sich auf 70° erhitzte Milch
noch genau so wie rohe verhielt, machte sich bei soeben auf 75° pasten-
risierter bereits eine Reaktionstrigheit bemerkbar, indem die Reaktion
in der Regel erst nach 5 Minuten erschien. Bei zunehmendem Alter
solcher Milch kam die blaue Zone wieder friiher und nach durch-

') Weber. Dissertation Leipzig 1902: Die zur Unterscheidung roher und
gekochter Milch dienenden Untersuchungsmethoden; cfr. auch Milchztg. 1902,
Nr. 42 und 43.
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schnittlich 30 stiindigem Stehen wieder nach 2 Minuten. 5 Minuten

auf 75° erhitzte Milch verhielt sich genau so, wogegen soeben oder 5

bis 10 Minuten auf 78, 80, 85, 90 und 100° gebrachte Milch innerhalb

;{2 Stunde auch nicht die geringste Spur einer blauen Zone bemerken
ess,

Weiterhin erwies sich die Ringprobe auch bei Magermilch, Molke,
Milchserum sowie bei Eismilch nach dem Auftauen und auch bei Kolo-
stralmilch brauchbar.

Ueber Mischmilch berichtet Weber:

a. Rohmilchzusidtze von 50 % sind schnell und sicher nach-
weisbar.

b. Rohmilchzusétze von 20 bis 40 % sind zuverldssig, aber erst
nach lingerer Beobachtungszeit, spitestens nach 12 Minuten
zu erweisen.

c. Der Rohmilchzusatz von 10% ist erst nach lingerer Kontrolle,
gpiitestens nach 15 Minuten, und dann auch noch unsicher zu
erkennen.

Ungefihr 10 % der mit letzterer Mischmilch angestellten Proben
zeigten nach 15 Minuten noch keine Spur einer Blaufirbung.?)

Weber konstatierte zwar je nach der Hohe des Rohmilchzusatzes
gewisse Abstufungen in dem Erscheinen, der Breite, derVollstindigkeit
und der Haltbarkeit des blauen Ringes; jedoch kann er in diesen Ver-
schiedenheiten einen Massstab fiir die Stirke des Rohmilchzusatzes
nicht aufstellen. Denn genau so wie bei Rohmilch der Zeitpunkt der
Untersuchung und die Individualitit der Milchprobe auf die Zonen-
reaktion von wesentlichem Einfluss seien, werde auch bei Mischmilch
der Eintritt und die Beschaffenheit des blauen Ringes bedingt:

a. von dem Alter,

b. von den individuellen Eigenschaften der zum Mischen ver-
wendeten Rohmilch.

Weber untersuchte ausserdem noch mit Konservierungsmitteln ver-
setzte Milch. Dabei ergab sich folgendes:

1. Natriumkarbonat, Natriumbikarbonat, Benzoésdure, Salicyl-
siure, Borsdure, Phosphorigsaures Natron und Unterphosphorigsaures
Natron hatten auf den Eintritt der Reaktion keinen Einfluss. Nur
war bei stirkeren Zusitzen von Natriumkarbonat bezw. — bikarbonat
die Zone ausgesprochen griin.

2. Formalin in geringerer Menge beeintriichtigte die Blaufirbung
nicht. In starker Gabe (4 Tropfen pro 100 ccm) verzogerte es 60
Stunden nach dem Zusatze die Ringreaktion bis zu 5 Minuten, nach
Verlauf von 90 Stunden hob es jene zuweilen auf. Dieses zeigte sich in
50 % der Versuche.

3. Wasserstoffsuperoxyd verhielt sich dem Formalin ganz dhnlich.
Denn withrend es in geringer Quantitit auf die Ringprobe nicht ein-
wirkte, wurde bei stirkerem Zusatze (10 Tropfen pro 100 ccm Roh-
milch) die Reaktion zuweilen unsicher und undeutlich, indem der blaue
Ring erst nach ca. 7 Minuten ganz schwach eintrat oder ausblieb.
Solches ergab sich ebenfalls in 50 % der Fille.

}) Mischmileh mit noch geringerem Rohmilehgehalt hat Weber nicht gepriift.
2
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4. Bei schwefligsaurem Natron kam die Reaktion sowohl auf starke
wie auf schwache Zusitze nie zustande. Von unterschwefligsaurem
Natron beeinflussten schon schwache Mengen den Eintritt und die In-
tensitit der Ringfirbung, besonders aber starke; denn die Zonen er-
schienen hier erst nach 18 bis 25 Minuten in dusserst matter Farbe.

5. Kleine Zusitze von Chromsiure oder Kaliumbichromat zeigten
keinerlei Einwirkung auf die Reaktion. Starke beschleunigten sie hin-
gegen und machten ihre IFarbung intensiver; sehr starke riefen sogar
m erhitzter Milch eine deutliche Blaufirbung hervor.')

Weber fiihrt letztere Erscheinung auf die starke Oxydationswir-
kung der Chromsiure zuriick und stellte durch Versuche fest, dass auch
eine wissrige Chromsiure- bezw. Kaliumbichromatlosung auf Zusatz
von Guajakholztinktur die blaugriine Zonenreaktion zusiande bringt.
Als Gegensatz dazu erklirt er das Fortbleiben der Ringreaktion bei
schwefligsaurem resp. ihre wesentliche Verzogerung durch unter-
sch}vfeﬂigsaures Natron aus der bedeutenden Reduktionskraft dieser
Stoffe.

Weber resiimiert seine Ergebnisse iiber konservierte Mileh in dem
Ilinweis, dass mit Ausnahme des schwefligsauren wie unterschweflig-
sauren Natrons die gepriiften Substanzen in dem schwachen Masse, wic
sie im Milchverkehr lediglich zur GGeltung kidmen, auf die Guajakring-
probe keinen Einfluss hiitten. I1Iandele es sich dagegen darum, durch
,starke” Konservierung Mileh fiir eine spitere Guajakprobe zuriick-
zustellen, so seien Formalin, Wasserstoffsuperoxyd, Chromsiiure und
Kaliumbichromat auszuschalten. Schwefligsaures und unterschweflig-
saures Natron miissten in jedem Ialle vermieden werden.

Um auch iber die Brauchbarkeit der kiduflichen Tinkturen einigen
Anhalt zu haben, priifte schliesslich Weber 15 in verschiedenen Apos
theken erstandene Guajakholzausziige. Unter diesen gaben 14, welche
von dunkler aber durchscheinender Farbe waren, sehr deutliche, 50 Ge
davon sogar vorziigliche Reaktionen. . 1 Tinktur von tiefdunkler nicht
durchscheinender Farbe erwies sich dagegen in keinem IFalle als reak-
tionsfihig.

Eine frisch hergestellte Holztinktur erzeugte im Alter von 1 bis
14 Tagen bei 14 Rohmilchproben keine Reaktion, zwischen 15 bis 45
Tagen bei 30 Milchproben an der Stelle des Auftropfens cinen blauen
Strich. Tm Alter von 45 bis 90 Tagen entstand bei 50 Proben ein
schwacher, oft nicht zusammenhingender, blaver Ring und iiber 90
Tage binaus die Zone in tadelloser Deutlichkeit.

Auf Grund dessen gibt Weber noch folgende Ratschlige:

a. Jede Holztinktur von dunkler Farbe, welche sich, gegen das
Licht gchalten, nicht als durchscheinend erweist, ist von der Verwen-
dung auszuschliessen. Denn sie ist entweder sehr alt oder aus fehler-
haftem, bereits oxydiertem Gruajakholz hergestellt.

b. Holztinktur, die durchscheinend und mindestens 3 Monate alt.
ist, gibt brauchbare Resultate.

1) Siegfeld hat dnsselbe bei der Mischprobe festgestellt. cfr. Tabelle B, Seite 43.
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c. Die Forderung Glages, die Tinktur in gewissen Zwischenriumen
vor Anstellung der Probe mit Rohmilch auf ihre Wirksamkeit zu
versuchen, ist auch auf die Guajakringprobe zu iibertragen.

B. Die Ergebnisse von Arnold und Mentzel.

Arnold und Mentzel') beobachteten, dass Guajakholz- wie harz-
tinkturen nie versagten, wenn sie die Rohmilech damit iiberschichteten.
Gekochte Milch zeigte selbst nach 24 Stunden noch keine Blaufirbung.
Besonders reine und intensive Zonen erhielten die Versuchsansteller
mit Acetontinkturen. Auch gelang es ihnen mit Tinkturen, die durch
andere Extraktionsmittel als Alkohol oder Aceton gewonnen waren und
unwirksam blieben, nach Durchschiitteln mit Aceton eine mehr oder
minder deutliche Reaktion zu erzeugen. Sie betrachten deshalb das
Aceton als das geeignetste Auszugsmittel fiir Guajakholz- wie auchHarz.
Eine Extraktion aus Guajakbarz in Aceton im Verhiltniss 1 :10 sei bei
Anweundung- von pulv. subtillis. (= von hochst fein pulverisiertemn
Harze) durch kriftiges Schiitteln in einigen Minuten bewirkt und dem
Auszug von Guajakholz mit Aceton vorzuziehen. Die Guajakharz-
Acetontinktur bleibe in brauner Flasche mit Glasstopselverschluss min-
destens 3 Monate lang wirksam: Mittelst der empfohlenen Tinktur ge-
lang es Arnold und Mentzel, noch 1214 % roher in gekochter Milch
deutlich zu erkennen. Jedoch halten sie von 25 % Rohmilchzusatz an
abwirts die Mischprobe fiir empfehlenswerter, weil bei ihren Versuchen
die Blaufarbung dann schneller erfolgte als bei der Ringprobe. Die
blaue Zone trat auch bei roher Sahne und bei rohem, mit Hilfe von
Alaun oder organischen Sduren bereitetem Serum sehr scharf ein. Die
Gegenwart freier organischer Sduren verhinderte dagegen die Blau-
firbung, ein Fall, welcher sich nach der Ansicht der Versuchsansteller
in der Praxis kaum ereignen diirfte.—

Neumann-Wender?) untersuchte eine grossere Anzahl teils aus
Apotheken stammender, teils selbst bereiteter Tinkturen. Hierbei er-
zeugten sowohl Guajakholz- wie Harzausziige die Reaktion, wenn sie
vorher mindestens 8 bis 10 Tage dem Licht und der Luft ausgesetzt ge-
wesen waren. Frische Tinkturen gaben keine Blaufirbung. Dieses
Verhalten fiihrt Neumann-Wender darauf zuriick, dass in vielen
Korpern bei Gegenwart von Licht und Luft eine — zuerst von Schon-
bein und Traube beobachtete — sogenannte Autooxydation statifindet,
welche bei der Guajaktinktur ziemlich schnell vor sich geht, aber in
ganz frischen Ausziigen sich noch nicht bemerkbar macht.

Nach Bekanntwerden der Arnold-Weber’schen Methode stellte
Zink?) eine genaue Nachpriifung sowohl der Ringprobe wie des Misch-
verfahrens an. Bei letzterem wurde hauptsichlich nach dem Quanti-
tativverhiltnis Ostertag gearbeitet. Die Mischprobe zeigte sich un-
sicher, indem die Firbung entweder iiberhaupt ausblieb oder momentan

') Arnold und Mentzel. Ref. Mileh-Ztg. 1902, 247.
) Neumann-Wender. Molk. Ztg. Berlin 1903, G2.
%) Zink. Mileh-Ztg. 1903, No. 13. (Mitt. a. d. milehw. Tnstitat Humburg.)

. %
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nur eine schwache Blauung eintrat. Dagegen erfolgte bei denselben
Milchproben mit dem Guajakringverfahren nach wenigen Sekunden eine
blaue Zone. Die Anwendung von 3 Tropfen Guajaktinktur (Weber)
erscheint Zink jedoch als zu gering, da er damit bisweilen nur kleine
Flecke erhielt. 6 bis 8 Tropfen lieferten ihm deutlichere, intensivere
und lingere Zeit haltbare Zonen. Zink benutzte durchweg selbst her-
gestellte Guajakholz- als auch Harztinkturen und zwar hauptsichlich
in der Konzentration 1 : 10 seltener 1 :5, zuweilen aber auch solche voia
Ansatzverhiltnis 1 :20 und 1 : 50. Er konnte einen wesentlichen Unter-
schied zwischen Harz- und Holztinkturen nicht finden. Die schonsten
und reinsten Férbungen gaben ihm jedoch 10- und 5 %ige Harztink-
turen. Daher bevorzugt Zink diese, zumal ausserdem

a. Harztinkturen die Reaktionsfihigkeit schneller annahmen als
Holztinkturen;

_ b. die Holztinkturen, namentlich die aus den Apotheken bezogenen,
je nach der Konzentration einen geringeren Gehalt an oxydierbarer Sub-
stanz bezw. Guajakonsdure besdssen als die Harztinkturen;

c. bei den Harztinkturen die schidigenden Einfliisse der Gerbsiure
und sonstiger aus dem Holze stammender Extraktivstoffe mehr ausge-
schlossen seien, falls nicht gerade das der Tinktur zu Grunde liegende
Harz durch Extraktion aus dem Guajakholz gewonnen sei.

Zink fand wie Weber, Mauderer!) und Neumann-Wender,?) dass
ganz frische Tinkturen mit Rohmilch keine Farbendnderung bewirkten.
Seine Tinkturen liessen die ersten Zeichen der Guajakbliuung mit Roh-
mileh frithestens nach 2, meist zwischen 4 bis 10 Tagen, zuweilen aber
erst noch spiiter erkennen. Ferner konnte Zink ebenso wie Neumann-
Wendcr konstatieren, dass der Zutritt von Licht und Luft die Auto-
oxydation der Guajakausziige begiinstigt. Denn es riefen Tinkturen,
welche lingere Zeit nach ihrem Ansatze immer noch unsicher reagierten
resp. z T. vonZink im Duukeln gehalten und unwirksam waren, binnen
kurzer Frist und zwar vielfach schon in 1 bis 2 Tagen eine deutliche
Reaktion hervor, wenn er dieselben nur mit Watte verschlossen direkt
dem Licht aussetzte. Da andrerseits aber auch stindig im Dunkeln und
unter Glasstopfenverschluss aufgestellte Guajaktinkturen mit der Zeit
reaktionsfihig wurden, erkennt Zink die Einwirkung genannter Fak-
toren nicht als ausschliessliche Bedingung der Autooxydation an.

Eine sclbst hergestellte Harz-Acetontinktur, die nach 10 Tagen die
ersten Zeichen der Blaufirbung gezeigt und sich in der Folge iiusserst
wirksam erwiesen hatte, liess nach kaum Jahresfrist eine bedeutende
Abnahme der Reaktionskraft bemerken. Dagegen bewihrten sich von
9 mit Alkohol gewonnenen Hatztinkturen die eine auch nach Verlauf
1 Jahres, die andere, viel friiher hergestellte, sogar noch nach 35
Jahren. ‘

Zink zieht aus seinen Parallelversuchen zwischen Guajakmisch- und
Schichtprobe folgende Schliisse:

1) Mauderer. Deutsche tierirztl. Wochenschr. 1902, No. 39 u. 40. i
%) Neumann-Wender. Oesterr. Chem. Ztg. 1903, No. 1 u. Molk. Ztg. Berlin
1903, 62. .
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1. Die Ausfithrung der Reaktion als Mischprobe, wie sie Arnold
und Ostertag vorgeschlagen haben, kann zu Tduschungen Anlass geben,
l()ila.}l;ei nachweislich ungekochter Milch die Blaufarbung zuweilen aus-

eibt.
2. Die Schichtprobe ist wegen ihrer grosseren Empfindlichkeit der
Mischprobe vorzuziehen. Empfenswert ist es, wie Weber angibt,
die Tinktur tropfenweise auf die Milch fallen zu lassen, damit eine ge-
linde Mischung beider Komponenten eintritt.

3. Mit 10 %igen oder besser 5 %igen Tinkturen entstehen reinere
Blaufirbungen als mit 20 %igen. Alkohol scheint das geeignetste Ex-
traktionsmittel fiir Guajakharz zu sein. Beziiglich des Acetons liegen
geniigend Erfahrungen noch nicht vor.

4. F'risch bereitete Guajaktinktur gibt mit roher Milch keine Blau-
farbung. Nach langerem Stehen, namentlich bei Licht- und Luftzu-
tritt, nimmt die Tinktur die rohe Milch bliuende Eigenschaft allmah-
lich an, welche sie dann viele Jahre beibehalten kann.

Zink priifte ferner, durch die Siegfeld’schen und Dupouy’schen Be-
obachtungen aufmerksam gemacht, den Einfluss des Wasserstoffsuper-
oxydes auf die Guajakreaktion. In seinem Bericht dariiber erlidutert
Versuchsansteller an der Hand einigerVeroffentlichungen zuniichst die
Rolle des Wasserstoffsuperoxydes bei der Guajakbliuung. Ich lasse
das Wesentlichste davon, soweit der betreffenden Autoren nicht bereits
an anderer Stelle!) Erwihnung getan ist, in Kiirze folgen:

»ochaer?) hat die Fermentwirkung der rohen Milch zum Nach-
weise von Wasserstoffsuperoxyd empfohlen. Werden, wie Schaer
angibt, kleinste Mengen von Wasserstoffsuperoxyd mit Guajak-
tinktur zusammengebracht, so nimmt die zundchst unverdndert blei-
bendeMischung durch Zusatz der Fermente des Malzauszuges, des
Speichels, der frischen Milch, der roten Blutkorperchen nach kurzer
Zeit eine, in ihrer Intensitit der Menge des Wasserstoffsuperoxydes
entsprechende, Blaufirbung an. Nach Schoenbein!) und Schaer®) be-
sitzen eine dem Wasserstoffsuperoxyd analoge Wirkung auch ver-
schiedene #therische Ocle, indem sie allméhlich organische Superoxyde
bilden, denen die Eigenschaft zukommt, nur bei Gegenwart von Sauer-
stoffiibertrigern Guajakharz zu bliuen. Allerdings konnen atherische
Oele, welche lingere Zeit unter gleichzeitiger Belichtung mit atmo-
sphirischem Sauerstoff in Beriihrung gestanden haben, infolge Ozon-
bildung voriibergehend direkt die Guajakharz bliuende Eigenschaft an-
nehmen, dic dann auch bei Anwesenheit von gekochter Milch bestehen
bleibt.“

,»Aus allen neueren Feststellungen geht hervor, dass die Oxydations-
erscheinung aktiver Guajaktinktur beim Vermischen mit Rohmilch
zweifellos auf Enzymwirkung zuriickzufuhren ist, und dass hierbei
hiochstwahrscheinlich die in pflanzlichen und tierischen Siften weit
verbreiteten oxydativen Fermente in Frage kommen und zwar in erster
Linie die sogenannten indirekten oder Anaeroxydasen, welche mit
Guajaktinktur erst bei Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd reagieren,

") Vergl. Schonbein, Hadelich S. 12; Carcano S. 14: hat oxydiertes Terpen-
tindl bei der Guajakreaktion verwendet.
%) Schaer, Forschungsberichte Bd. IIL S. 10.
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aus dem sie den Sauerstoff zur Oxydation entnehmen konnen
(Bourquelot) ). '

»Der Umstand, dass frisch hergestellte Guajaktinktur mit Roh-
milch keine Blaufirbung gibt, erklirt sich daraus, dass in der Guajak-
tinktur mit der Zeit, begiinstigt durch dic Einwirkung von Licht und
Luft, eine allmahliche Bildung von Wasserstoffsuperoxyd oder dhnlicher
Peroxyde vor sich geht, wodurch die Reaktionsfiahigkeit der Tinktur
bedingt wird. Durch Erhitzen der mit Wasser verdiinnten Tinktur
sowie durch Zusatz von verdiinnten Sauren gelingt es, die Aktivitit zn
zerstoren. (Neumann-Wender) 2).%

,»,Die Unfahigkeit mancher Guajaktinkturen, rohe Milch zu blduen,
ist daher nicht, wie bisher meist angenommen wurde, auf einen Fehler
oder die schlechte Beschaffenheit der Tinktur zuriickzufithren. Sie ist
vielmehr durch den Mangel an Superoxyden bedingt bezw. beweist, dass
in der Milch keine Enzyme vorhanden sind, welche imstande wiren, den
Sauerstoff der Luft zu iibertragen. (Carnot, Bourquelot.)3)“

,Neumann-Wender bestitigt die Schaer’schen Beobachtungen inso-
fern. als hei seinen Versuchen Gemische von Ausziigen aus Hafergriitze
oder Malz mit frischer Guajaktinktur sich unter Zusatz von Wasser-
stoffsuperoxyd sofort blduten, fand aber, dass bei Rohmilch mit ge-
ringen Mengen Guajaktinktur auch dann keine Blaufirbung eintrat,
wenn er ihr Wasserstoffsuperoxyd zufithrte. Infolgedessen nimmt er
an, dass in der Mileh ein reduzierender Korper vorhanden sei, der den
Sauerstoff an sich reisst und so die Bildung des Guajakonsidureozonids
inhibiert. Da andere oxydierbare Korper, wie Paraphenylendiamin,
Ursol, Jodzinkstirkekleister, mit roher Milech und Wasserstoffsuper-
oxyd zusammengebracht sofort unter deutlicher Blaufirbung reagieren,
so schliesst Neumann-Wender, dass die Guajakonsdure schwieriger oxy-
dierbar sei als erstgenannte Stoffe.*

Letztere Angaben Neumann-Wender's fanden in Zink’s*) Ver-
guchen nicht in vollem Unfang ihre Bestitigung, da fast bei allen
Milchproben (Zink untersuchte hunderte) der Zusatz von Wasserstoff-
superoxyd selbst bei Anwendung sehr geringer Tinkturmengen stark
positive Reaktionen hervorrief. Frische Tinkturen wie auch solche,
welche bisher die Blaufirbung nicht bewirkt hatten, reagierten sofort
oder innerhalb einiger Minuten; desgleichen sowohl die in Apotheken
kiuflichen im Verhiltnis 1 : 5 angesetzten, als auch verdiinnte 10 bis
1 %ige Holz- oder Harztinkturen, einerlei welchen Alters und ob Al-
kohol oder Accton als Extraktionsmittel gedient hatte.

Woeiterhin zerstorte Zink in autooxydierten Tinkturen die Peroxyde
durch lingeres Erhitzen am Riickflusskiihler, oder insbesondere durch
Eindampfen. Auch derart behandelte Guajakausziige gaben nach Zu-
satz von Wassersfoffsuperoxyd mit Rohmilch die Reaktion; nach mehr-
tigigem Stehen nahmen diese Tinkturen wieder selbstindig die Re-
aktionsfahigkeit an.

1) Bourquelot. n. Oppenheimer ..Die Fermente* Leipzig 1300. S. 292,

%) Neumann-Wender. Chem. Ztg. Cothen 1902. No. 102 u. Oesterr. Chem. Ztg.
1902, No. 1; cfr. auch Molk.-Zeitung Berlin 1903, 62.

%) Carnot, Bourquelot in Oppenheimer ..Die Fermente* Leipzig 1900.

4) Zink hat das Wasserstoffsuperoxyd nur bei der Guajakmischprobe versucht.



Gekochte oder auf 75 bis 80° erhitzte Milchproben erzeugten selbst.
nach stundenlangem Stehen keine Blaureaktion. In Mischmileh (ge-
keochte mit roher) konnte Zink Zusiitze von 10 % roher Milch ohne he-
sondere Vorsichtsmassregeln schnell und deutlich nachweisen. Selbst
bei Zusitzen von 5 % erhielt er noch deutliche Farbungen. Die Wasser-
stoffsuperoxyd-Guajakmischprobe gab ferner auch bei Serum, das teils
durch freiwillige, teils dureh -kiinstliche Siuerung der Rohmilch ge-
wonnen wurde, rasche und deutliche Reaktionen.

Da Dereits bei einem Tinkturzusatz von 1 % innerhalb einiger Se-
kunden noch starke Bliauungen der Rohmilch erhalten wurden, wihrend
es dazu nach Ostertag 10 %, nach Kiihnau 6,6 % Tinkturzusatzes be-
diirfe, findet Zink die Mischprobe mit Wasserstoffsuperoxyd der Arnold-
Ostertag’schen Mischmethode weit iiberlegen.

Beziiglich der Einfliisse, welche die Menge des zugesetzten Wasser-
stoffsuperoxydes und seine Konzentration auf die Guajakbliuung, ins-
besondere auf die Schnelligkeit des Eintrittes derselben ausiihte, bemerkt
Zink folgendes:

Der Zusatz eines Tropfens sehr verdiinnter Wasserstoffsuperoxyd-
losung (kéufliches medizinisches wurde immer um das 10-fache ver-
diinnt) bewirkte Blaufdarbung sofort oder innerhalb 1 Minute.

Beim Zusatze eines Tropfens ca. 1 Yoiger, noch mehr von einer
3%igen Wasserstoffsuperoxydlosung machte sich eine gewisse Reak-
tionstrigheit bemerkbar, welche annihernd im umgekehrten Verhilt-
nisse zum Tinkturzusatze stand.

Zusiitze von 10 bis 309% igen Wasserstoffsuperoxydlosungen veran-
lassieir zwar eine noch erheblichere Verzogerung der Reaktion. Dic-
selbe war «ber nicht mehr im gleichen Verhiltnisse zur Konzentration
des Wasserstoffsuperoxydes bezw. zum Tinkturzusatze.

Bei dem Gebrauche 30%iger Wasserstoffsuperoxydlosung trat
starke Gasentwickelung ein. Es bildete sich an der Oberfliche der
Milch eine Schaumdecke, welche sich allmihlich von der Fliissigkeit
absonderte und zuerst die Blaufirbung annahm. Zink bemerkt dazu.
dass infolge der starken Sauerstoffentwickelung und der Heftigkeit der
eingeleiteten Oxydation sich hierbei Necbenprozesse abspielen diirften,
welche komplizierend auf die Bildung des Guajakonsiureozonids ein-
wirkten. .

Beziiglich der Haltbarkeit der durch Wasserstoffsuperoxyd her-
vorgerufenen Firbungen ergab sich, dass bei geringerem Wasserstoff-
superoxydgehalt die entstandene Blduung auch meist von geringercr
Dauer war, wihrend bei hoherem Gehalt an Wasserstoffsuperoxyd dic
Reaktion zwar spiter entstand, aber dafiir linger anhielt.

Neben der Hohe des Tinkturzusatzes und dem Wasserstoffsuper-
oxydgehalt iiben nach Zink auch die individuellen Eigenschaften der
jeweiligen Milch einen massgebenden Einfluss auf die Schnelligkeit
und die Intensitit der Blaufirbung aus. Starke Reaktionsverzige-
rungen wiren meist durch Zusatz cines weiteren Tropfens Wa_lsserstoff—
superoxyd sowie gelindes Erwirmen der Milch auf ca. 30 bis 40° zu
beseitigen. Helfe auch dieses Mittel nicht, miisse man eben den Eintritt
der Reaktion aus sich selbst abwarten. Letzterer zeige sich in lingerer
oder kiirzerer Zeit bestimmt.
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Zink hat auch die Wirkung des Terpentindls und des Lavendelols
auf die Guajakreaktion gepriift. Bei der Ringprobe entstand auf Zu-
satz eines ['ropfens der genannten Oele mit an und fiir sich nicht reak-
tionsfihigen Tinkturen eine schone, lange anhaltende Blaufirbung.
Dagegen liess sich bei dem Mischverfahren eine bemerkenswerte Be-
einflussung nicht erkennen.

Auf Grund seiner Ergebnisse erklirt Zink die Anwendung von
Wasserstoffsuperoxyd als zum Wesen der Guajakreaktion gehérig und
gibt demgemaiss fiir diese folgende Leitsitze:

1. Der Zusatz einiger Tropfen einer sehr verdiinnten Wasserstoff-
superoxydlosung bewirkt bei ungekochter Milch mit frisch bereiteter
oder an und fiir sich nicht reaktionsfihiger Guajaktinktur eine deut-
liche Blaufirbung. Bei Anwendung bereits aktiver Guajaktinktur
wird eine wesentlich hohere Empfindlichkeit und eine intensiverc,
linger haltbare Firbung erzielt, als dies ohne den Zusatz von Wasser-
stoffsuperoxyd sein wiirde. In gekochter Milch erfolgt auch nach
stundenlangem Stehen keine Blaufiarbung.

2. Empfehlenswert ist es, die Reaktion als Zonenprobe auszufiihren,
da sich bei dem Mischverfahren zuweilen eine gewisse Reaktionstrigheit
bemerkbar macht, deren Ursache noch nicht vollig aufgeklirt ist. Der
Zusatz aetherischer Oele ist bei der Mischprobe nur von geringer Be-
deutung.

Siegfeld,!) welcher 1901 die Guajakreaktion als brauchbar hinge-
stellt hatte, verwirft sie im Jahre 1903 wieder. Gegen ihre Anwendung
spriache einmal die von einer Reihe von Autoren festgestellte Unzuver-
lassigkeit der kduflichen Tinkturen, ferner die Ungleichmissigkeit des
Ausgangsmaterials, vor allem aber die Tatsache, dass frisch bereitete
Guajaktinkturen — auch Acetonausziige — nicht zuverldssig brauchbar
seien, sondern erst im Laufe mehrerer Tage durch Autooxydation reak-
tionsfihig wiirden. Auch lasse die Wirksamkeit mit der Zeit stark
nach. So fand Siegfeld bei einer grosseren Zahl von Versuchen, dass
14 Jahr alte Guajaktinktur ihre Reaktionsfahigkeit vollstindig ein-
gebiisst hatte. Durch Zusatz einer sehr geringen Menge Wasserstoff-
superoxyd neben der Guajaktinktur lasse sich ein Teil dieser Uebel-
stinde heben; durch hihere Gaben von dem Oxydationsmittel werde da-
gegen die Reaktion stark beeintréchtigt.

Rullmann?) erklart: Mittelst der Guajak-Wasserstoffsuperoxydre-
aktion ist man sehr gut imstande zu unterscheiden, ob eine Milch nur
auf 68 resp. kurze Zeit auf hochstens 70°, oder eine Stunde lang auf 69
bis 70° erhitzt wurde. Denn in dem ersteren Falle tritt mit dem Re-
agens ein deutlich blauer Ring auf, wihrend bei Milch, welche lingere
Zeit auf 69 bis 70° erhitzt war, selbst nach einer Stunde keine Reaktion
erfolgt. Die Reaktion kann man bedeutend verschirfen, wenn man die
Milch 2 bis 3 Minuten in ein Wasserbad von 25 bis 30° eintaucht.

von Stallie?) hilt die Probe auf rohe und gekochte Mileh mittelst
Guajaktinktur fiir unzuverlissig.

1) Siegfeld. Mileh-Ztg. 1901, 723; Molkerei-Zeitung Hildesheim 1903, 792
(n. Zeitschr. f. angew. Chemie 1903, No. 32.)

%) Rullmann. Molk. Ztg. Berlin 1904, 137 (nach Zeitschr. f. Untersuchung d.
Nahr. u. Genussmittel 1904, 7, 810). B -

%) von Stallie. Pharm. Weekblad 40, 1103. cit. n. Milchw. Zentralbl. 1905, Heft 7.
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Anhang.

Merck?!) empfiehlt als ausserordentlich empfindliches Reagens auf
Oxydasen das Guajacin. Dasselbe ist ein nach einem besonderen, von
Prof. Schmidt in Lille gefundenen Verfahren aus Guajakholz darge-
stellter Korper,?) welcher durch oxydierende bezw. katalysierende Sub-
stanzen blau gefirbt wird. Das Guajacin soll bedeutend empfindlicher
sein als das Guajakharz und wird von Bertrand®) als das beste Re-
agens auf Oxydasen angesehen. Zur Ausfiihrung der Reaktion bedient
man sich einer 5%-igen alkoholischen Losung, welche sich in schwarzen,
vollstindig angefiillten, gut verschlossenen Flaschen sehr gut halten soll.

Weiterhin ist von Schaer?) angeregt worden, statt der alkoholischen
Losung des Guajakharzes (oder auch der Guajakonsdure) eine Guajak-
barz-Chloroformlosung anzuwenden. Diese gebe viel schirfere Reak-
tionen, da sie sich nach dem Schiitteln wieder abscheide. Insbesondere
empfiehlt Schaer, bei der Milchpriifung Versuche mit 1 %-iger Gua-
jakharz- {oder 0,5%iger Guajakonsiure —) Chloroformlésung zu
machen. Die auftretende Blaufirbung gehe in das Chloroform iiber.

Utz®) priifte sowohl das Guajacin wie die von Schaer vorgeschlage-
. nen Reagentien auf ihre Brauchbarkeit. Hinsichtlich des ersteren fand
er, dass frische alkoholische Guajacinlosungen mit roher Milech keine
Reaktion gaben, auch nicht beim Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd. Sie
riefen vielmehr erst mit zunehmendem Alter, nachdem sie lingere Zeit
und nur mit Watte verschlossen am Licht gestanden hatten, mit roher
Milch und zwar auch ohne Wasserstoffsuperoxydzusatz eine schone
hellbraune, rasch an Intensitit zunehmende Firbung hervor. Guajacin-
Acetonlosungen erzeugten ebenfalls ohne Wasserstoffsuperoxyd in unge-
kochter Mileh eine zundchst griinlich-blaue Firbung, die rasch in dun-
kelblau und zuletzt in violett iiberging. Nach Utz ist die Reaktion mit
Guajacin, namentlich in Aceton, auch sehr deutlich. Die Guajacin-
16sungen hitten aber den Fehler, nach frischer Herstellung nicht so-
fort gebrauchsfihig zu sein.

In der von Schaer vorgeschlagenen Modifikation des Guajakver-
fahrens kann Utz irgend welche Vorteile nicht erblicken. Bei seinen
Versuchen gab eine frische Losung von Guajakharz in Chloroform keine
Reaktion. Bei einer frischen Liosung von ,,Guajacin in Chloroform‘
firbte sich die Milech sehr langsam hellblau. Die Chloroformschicht
schied sich allmihlich unten, braun gefirbt, ab; spiiter entstand an der
Beriihrungsstelle zwischen Mileh und Reagens ein etwa %2 cm breiter
blauer Ring. Utz erklirt, dass sich das chloroformhaltige Reagens
viel zu langsam abscheide und dadurch die Beobachtungsdauer unndtig
verlingert werde.

1) Merck's Index. cit n. Utz. Milchzeitung 1903, No. 38.

%) Merck's Jahresbericht X VI. 1902. 8. 75. cit. n. Utz. Milchzeitung 1903, No. 38.
% Agenda du Chimiste 1897, 8. 550. cit. n. Utz, Milchzeitnng 1903, No. 38.
¢) Schaer, D. Chem. Ztg. 1903, S. 616. cit n. Utz. Milchzeitong 1903, No. 38.
% Utz. cit. n. Milchzeitung 1903, No. 38.
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2. Dle Storch’sche Paraphenylendiaminprobe.

Babeock!) fand, dass jede ungekochte Milch die Fahigkeit besitzt,
Wasserstoffsuperoxyd unter Abscheidung von Sauerstoff zu zerspalten
(die Ursache erblickte er damals in dem die Fettkiigelchen umgebenden
Fibrin) ferner, dass Rahm sich dabei aktiver als Vollmileh und diesc
sich wieder aktiver als Magermilech verhdlt. Storch?) stellte fest, dass
die katalytische Fihigkeit sich bei Milch von jedem Zeitpunkte der
Laktationsperiode vorfindet, jedoch bereits beim Erhitzen auf 80° ver-
loren geht. Und zwar gilt diese Temperautr im besonderen gleich-
missig fiir frische und abgerahmte Milch, Rahm, Molke und Butter,
wiihrend Buttermilch bereits nach dem Erwirmen auf 71° nicht mehr
imstande ist, Wasserstoffsuperoxyd zu zersetzen. In Erkenung der
Tatsache, dass durch Reagentien und Wasserstoffsuperoxyd erzeugtc
Farbenreaktionen ausbleiben miissten, wenn die Milch auf genannte
Temperatur gebracht oder aufgekocht werde, priifte er als geeignet
erscheinende Substanzen das Jodkalium, ferner das Guajakol, Hydro-
chinon, Pyrokatechin, a -Naphtol, Eikonogen, Amidol, Metol und
Paraphenylendiamin auf ihre Brauchbarkeit zur Unterscheidung roher
und erhitzter Milch. Jedoch nur die letztgenannte Substanz fand er
fiir den genannten Zweck als hinreichend empfindlich und praktisch.

Schiittelt man namlich. einige ccm. (ca. 1 Teeloffel voll geniigi)
unerhitzte Milch, welche man vorher mit einem Tropfen verdiinnter
Wasserstoffsuperoxydlosung versetzt, mit 2 Tropfen 2 %-iger Para-
phenylendiaminlosung, so entsteht sofort eine graublaue Firbung, die
rasch intensiv wird.

Zur Ausfithrung der Probe sind nach Storch erforderlich:

1. Reagensgliser. Am geeignctsten sollen solche von etwa 13 ¢m
Linge und 12 ¢in Weite sein.

9. Eine 2%ige Paraphenylendiaminlosung. Diese wird durch
Auflosen von 1 g Paraphenylendiamin in 50 cem warmem destilliertem
Wasser hergestellt, dann durch ein Papierfilter in eine braune Tropf-
ziihlflasche gegossen und an kiihlem Orte aufbewahrt. Sie nimmt all-
mihlich dunklere Firbung an und ist nach 2 Monaten nicht mehr
brauchbar.

Die zu ihrer Anfertigung dienende Paraphenylendiaminsubstanz
ist, wenn sie in trockenem Zustande in verschlossenem Glase und an
trockenem Orte aufgehoben wird, von kaum begrenzter Haltbarkeit.
Der Preis betrigt ca. 5 M. fiir 100 g., demnach fiir 50 ccm einer 2 J-
igen Losung 5 Pfg. Letatere reicht, da 2 Tropfen davon fiir 5 cem
Milch geniigen, fiir mindestens 400 Milchproben.

3. Eine Wasserstoffsuperoxydlosung: Kiufliches Wasserstoffsuper-
oxyd wird, wenn es 1 % des Stoffes enthilt, mit einem fiinffachen Vo-
lumen dest. Wassers verdiinnt und eine sehr geringe Menge Schwefel-
siure dazu getan (1 ccm konzentrierte auf 1 1 Wasser). Diese Wasser-
stoffsuperoxydlosung hilt sich in brauner Tropfzihlflasche gut.

1) Babcock. Ann. rep. of the Agr. Exp. Stat. Univ. Wisconsin 1889, 63.cit. n.
Siegfeld, Milchztg. 1901, No. 46; cf. auch Ref. Milchztg. 1898, 847 (Storch) sowie
1899, 487 (Barthel).

3) Storch, Milchztg. 1898. 347. Molk.-Ztg. Berlin 1898, 285 u 1839, 5{0.
Centralbl, f. Agrik. Chemie 1898, 711.
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Firben sich bei Ausfithrung der Probé Vollmileh, Magermilch oder
Rahm intensiv blau (indigo) bezw. Molke violett-rotbraun, so hat eine
Erhitzung auf 78° iiberhaupt nicht stattgefunden. Wird die Milch
deutlich sofort oder nach 15 Minute blaugrau gefirbt, so ist sie mit 79
bis 80° erwiarmt. Behilt die Milch (Rahm) ihre weisse Farbe bei, oder
tritt nur ein schwach violett-roter Farbenton auf, so ist sie mit mehr als
80° erhitzt worden. Saure Buttermilch ist vor der Probe mit ca. der
halben Menge klaren Kalkwassers (auf 1 Teeloffel Milch 14 Teeloffel
Kalkwasser) zu neutralisieren. Nimmt sie die Blaufirbung an, so
stammt sie von Rahm, der nicht bis auf 80° erhitzt worden ist, wihrend
beim Fortbleiben der Firbung der Rahm auf 80° und dariiber gebracht
worden ist. Von Butter werden etwa 25 g in einem Becherglase,
welches man in Wasser von hochstens 60° hilt, geschmolzen, sodann
das klare Butterfett von dem abgeschiedenen milchweissen Riickstand
abgegossen und dieser mit dem gleichen Volumen Wasser vermischt.
Sodann giesst man einen Teil des Gemisches ins Reagensglas, setzt die
Reagentien hinzu und zieht die bei der Buttermilchprobe erwéhnten
Schliisse.

Bei dem Versuch, den ,,aktiven Stoff aus der Milch zu isolieren,
gewann Storch einen Korper, der Wasserstoffsuperoxyd zerspaltete und
sich auf Zusatz von Daraphenylendiamin violett-rotbraun firbte: also
eine Substanz von enzymatischer Natur. Da ferner die Reaktion auch
in der Molke violett-rotbraun (ohne jede blaue Niiance) eintrat, so
schloss Storch, dass die in unveriinderter Milch entstehende Blau-
farbung eine Wirkung des Kaseins sei. -

Storch ermittelte endlich, dass (in Uebereinstimmung mit saurer
Buttermilch) die sauerstoffabspaltende Fihigkeit der aktiven Substanz
durch die freiwillige Siauerung der Milch verhindert wird. Nach Zu-
satz geringer Mengen Formaldehyd liess sich aber die Milch, selbst in
gesiuertem Zustande, lange Zeit aufbewahren, ohne die Wasserstoff-
superoxyd zersetzende Wirkung ginzlich einzubiissen.

Storeh hat als Indikator auch das Dimethylparaphenylendiamin®)
gepriift. Nach ihm geben hiervon sowohl die Base als auch das Chlor-
hydrat der Milch eine prachtvoll violette Firbung. Ir empfiehlt dicse
Stcffe aber nicht, weil sie 10 bezw. 5 mal teurer sind als das Paraphe-
nylendiamin und scheinbar in Losung leichter Sauerstoff aufnehmen.

In Anlehnung an die von Storch entdeckte Reaktion beschiftigte
sich Barthel?) mit der Natur der inzwischen nach weiteren Unter-
suchungen Babcocks, Russels und Vivians®) unter dem Namen ,,Galak-
tase bekannt gewordenen, Wasserstoffsuperoxyd zersetzenden Sub-
stanz. Barthel erkliirt, dass die Storch’sche Reaktion auf die zahl-
reichen, jederzeit in der Milch vorhandenen, weissen Blutkdrperchen
und ein von diesen abgesondertes Enzym zuriickzufithren sei. Diese
hitten, ebenso wie andere protoplasmatische Substanzen, die Kigen-
schaft, Wasserstoffsuperoxyd zu zersetzen; das Gleiche gelte vom Blut-

') Dimethylparaphenylendiamin, Milch-Zeitung 1902. 81.

%) Barthel .,Die Bakteriologie des Meiereiwesens Leipzig 1901 und Ref.
Milchztg. 1899, 487

%) Babcock, Russel. Vivian. ,.Anorgan. ferments of milk*-Wisconsin 1897, n.
Utz, Milchztg. 1903, Nr, 9. :
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serum. Wiirden daher zu einer Milch, die bis auf 80° aufgewirmt
worden sei und deshalb die Storch’sche Reaktion nicht mehr gebe,
weisse Blutkdrperchen oder Blutserum hinzugesetzt, so trete die Farben-
erscheinung von neuem auf. Sie verschwinde aber wieder bei der Er-
hitzung auf 80°, weil alsdann die weissen Blutkorperchen zerstort
wiirden. Babeock fand, dass die Galaktase durch Zusatz von Formalin,
Phenol, Quecksilberchlorid zerstort wird. Barthel sah dasselbe bei den
Leukocyten bezw. dem Blutserum bestitigt, indem die Reaktion aus-
blieb, wenn der iiber 80° erhitzten und sodann mit weissen Blutkorper-
chen oder Blutserum versetzten Milch zuvor Formalin, Phenol oder
Quecksilberchlorid beigemischt worden war.

Eichloff!) beobachtete, dass in ungekochten mit Formalin (auch
geringeren Mengen davon) conservierten Milchproben die Storch’sche
Reaktion ausblieb, resp. sich in solcherMilch nur ein rétlicher Schimmer
bemerkbar machte. Er nimmt an, dass der fermentartige Korper durch
das Formalin nicht zerstort, sondern die Reaktion durch die reduzie-
rende Wirkung dieses Aldehydes verhindert wird. In der Rétlich-
farbung sieht Eichloff nur eine Reaktion zwischen dem IFormalin und
den Storch’schen Reagentien, da er mit Formalin und den letzteren auch
bei Abwesenheit von Milch eine intensive rote Farbenerscheinung her-
beifithren konnte. Bei forensischen Versuchen miisse man daher vor-
sichtig sein und neben der eigentlichen Reaktion noch eine Priifung
auf Formalin anstellen, vor allem aber dieses Konservierungsmittel fiir
spiter zu untersuchende Milch vermeiden. Ferner mache auch das
Sonnenlicht die dasWasserstoffsuperoxyd zersetzende Substanz unwirk-
sam, und endlich scheine die gekochte Milch, wenn bei lingerem Stehen
derselben im Brutschranke den Sporen der Dauerformen Gelegenheit
zum Auskeimen geboten worden sei, die Reaktionsfahigkeit wieder zu
erlangen.

Anschliessend daran hat die Molkerei-Zeitung Berlin 1900, 469
mitgeteilt, dass in einer norddeutschen Molkerei die Storch’sche Probe
aus nicht zu erkennenden Ursachen zeitweilig ganz versagte.

Sicegfeld?) priifte die Storch’sche Methode in der Weise nach, dass
er ca. 10 cem Milch mit 1 bis 2 Tropfen der medizinischen Wasserstoff-
superoxydlosung und 2 bis 8 Tropfen der 2 Jo-igen Paraphenylendi-
aminlosung durchschiittelte. Bei Rohmilch trat momentan eine Grau-
blaufarbung ein, die in 14 bis 34 Minute in tiefes Indigoblau iiberging.
Erhitzt gewesene Milch blieb bei Anwendung einer frischen Pgraphe-
nylendiaminlésung rein weiss. Auch bei Mischmilch erwies sich das
Verfahren sehr empfindlich, denn es gab ein Rohmilchzusatz von 10 %
noch eine intensive, ein solcher von 5 % eine schwache, aber auch deut-
liche Reaktion. Auf Grund seiner Versuche erklirt Siegfeld die
Storch’sche Methode unter allen von ihm gepriiften®) resp. zur Zeit
empfohlenen Verfahren als dic praktisch brauchbarste. Iir die Aus-
fiihrung dcrselben teilt er noch folgende Beobachtungen und Ver-
haltungsmassregeln mit:

1) Eichloff, Molkerei-Zeitung, Berlin, 1900, 271 und 469, )

%) Siegfeld. Milchztg. 1901, Nr. 46; desgl. Molk.-Ztg. Hildesheim 1903, 792
(n. Zeitschr. f. angew. Chemie, 1903 No. 32).

%) cf. Tabelle B. S, 43.
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_ yUnter dem Einflusse des Lichtes und der Luft trat auch bei er-
hitzten Milchproben allmihlich eine Blaufirbung ein. Diese wurde
Jedoch erst nach einigen Stunden einigermassen intensiv und kann so-
mit nicht zur Verwechslung mit der eigentlichen Reaktion fiihren.

Das Paraphenylendiamin ist schon in Substanz nicht bestindig,
rasch zersetzlich aber in Lgsungen. Diese geben in vorgeschrittenem
Alter auch mit gekochter Milch Verfirbungen, welche dem Ungeiibten
die Reaktion vortiuschen konnen. Die Losung darf daher nicht iiber
2 bis 3 Monate alt werden. Das feste Priiparat ist ebenfalls von Zeit zu
Zeit zu erneuern und nur in frischem, hochstens schwachgefirbtem
Zustande zu beziehen.

Séuren oder Alkalien im Ueberschuss verhindern den Eintritt der
Reaktion. Natiirliche Sduerung der Milech schwiicht je nach ihrer
Stirke die Blaufirbung bis zur Unkenntlichkeit ab. Durch Zusatz ver-
diinnter Alkalien wieder normal gemacht, verhilt sich solche Milch
dann auch der Storch’schen Probe gegeniiber wieder normal.

Von Konservierungsmitteln ruft Kaliumbichromat — als oxydie-
render Korper — auch in erhitzter Milch die Reaktion hervor. Wasser-
stoffsuperoxyd hilt letztere in Rohmilch auf. In mit Formalin — als
reduzierendem Korper — conservierten Milchproben wird die Blau-
reaktion abgeschwicht. Fiir spitere Priifung aufgehobene Milch ist
durch verdiinnte Alkalien wieder normal zu machen oder hochstens mit
Formalin zu konservieren.“

Siegfeld rit, die Milch auf mindestens 85° zu erhitzen, da die ge-
briauchlichen Milcherhitzer die Temperatur von 80° nur fiir wenige
Augenblicke erreichten.

Utz!) empfiehlt die Schaffer’sche?) Modifikation der Parapheny-
lendiaminprobe, wonach 10 ccm Milech mit 1 Tropfen 0,2 %-igem
Wasserstoffsuperoxyd und 2 Tropfen 2 %iger Paraphenylendiamin-
losung umzuschiitteln sind. Seine Befunde bei Rohmilch gleichen den
bisher erwihnten. Bei Magermilch ist die Reaktion am schonsten, bei
Rahm mehr graublau und bei Serum, wo sie recht langsam kommt,
mehr rot-violett. Ueberschiisse von Sduren bei der Serumbereitung ver-
hindern die Reaktion. Saure Milch ist vor der Probe mit Kalkwasser
zu neutralisieren. Kleine Mengen von Formaldehyd verzogern die
Reaktion; grossere sind imstande, dieselbe vollig aufzuheben, jedoch
stets schon durch den Geruch erkennbar.

Nach du Roi und Koebler?) hat sich die Storch’sche Methode am
besten bewihrt. Das Paraphenylendiamin sei aber nicht lange halt-
bar, teuer und nicht iiberall érhiltlich.

Weber!) hat mit der Paraphenylendiaminreaktion umfangreiche
Versuche angestellt. Nach seinen Angaben wird jede durch Erhitzung
inaktivierte, d. h. auf ca. 80° gebrachte Milch durch die Storch’schen
Reagentien zunichst nicht verindert. Jedoch tadelt Versuchsansteller,
dass der bei lingerem Stehen der erhitzten Milchproben sich bemerkbar
machende violette Schimmer in dem Zeitpunkte des Erscheinens zu sehr

1) Utz. Pharm, Centralhalle 1901, 149.

2) Schaffer. Schweiz. Wochenschr. f. Chem. u. Pharm. 1900, 15.
8) du Roi-Koehler. Milchztg. 1902, Nr, 2.

43 ‘Weber. Dissertation Leipzig 1902.
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wechsele. Wie aus dem Bericht hervorgeht, zeigte sich diese Ver-
firbung zwischen 90 Sekunden bis 3 Stunden, in den meisten I'dllen
nach 1 Stunde, und nahin dementsprechend friither oder spiter (bei
5 Minuten bereits nach 1 Stunde, bei 60 Minuten erst innerhalb ca.
6 Stunden) allmihlich die intensive Blaufarbung der Rohmilch an.

In verschieden hohem Alter gepriifte Milch hat Weber nie mit
Alkalien versetzt, denn er erklirt, dass durch die zunehmende Sauerung
die Intensitit sowie die IHaltbarkeit der Storch’schen Reaktion beein-
trichtigt werde, und dass 60 bis 80 Stunden alte Rohmilch nur noch
undeutlich oder garnicht zu erkennen sei. In dhnlicher Weise bleibe der
fiir erhitzte siisse Mileh spezifische violette Schimmer aus, wenn diese
60 bis 80 Stunden gestanden habe, weil in dieser Zeit ihre Sduerung be-
giune. Rohe sowie frisch erhitzj gewesene Milch sei demnach in
diesem gleichen Alter durch die Storch’sche Reaktion nicht mehr ein-
wandsfrei oder iiberhaupt nicht zu unterscheiden.

Auf Grund von Paralellversuchen schligt Weber an Stelle des
- Storch’schen das kiufliche Wasserstoffsuperoxyd vor. Durch diese
Abiinderung werde

a. die Unterscheidung zwischen roher (schr bald tief dunkel-
violett werdender) und gekochter siisser Milch innerhalb der fiir die
Praxis in Betracht kommenden Beobachtungszeit von 2 Minuten in-
tensiver;

b. die Reaktion in siuernder, nicht iiber 60 Stunden alter Roh-
mileh gchneller und deutlicher; '

c. der Eintritt der Verfirbung bei geniigend erhitzter Milch auf
engere Zeitrdume, etwa 4 bis 60 Minuten eingeschrinkt.

10%, sowie jeder hohere Zusatz roher zur gekochten Milch ist
nach Weber schnell und sicher zu erweisen, und mit gleich giinstigem
Erfolge das Verfahren auch fiir Magermilch, Eismilch nach dem Auf-
tauen sowie Kolostralmileh brauchbar. Fiir Molke kann der Versuchs-
ansteller weder die Storch’sche mnoch die abgeénderte Methode em-
pfehlen, indem die Unterschiede zwischen roher und gekochter Molke
zu unsicher hervortriten.

Aus den bei konservierter Mileh mit der abgednderten Probe er-
haltenen Befunden sei kurz folgendes angefiihrt:

1. Wasserstoffsuperoxyd hatte selbst in starken Gaben (10 Tropfen
auf 50 cem Mileh) keinen Einfluss auf die beobachteten Er-
scheinungen. :

2. Formalin bewirkte v

a. bei roher Milch sowohl in starkem (2 Tropfen auf 50 cem Milch)
als auch in schwachem (1 Tropfen auf 100 cem) Zusatze eine
Abnahme in der Intcnsitit der immerhin deutlichen Reaktion;

b. bei erhitzter Mileh ecinen fritheren Kintritt des violetten
Scheines, weleher bei der starken wie der schwachen Gabe sich
gleich schnell (nach 1 Minute) bemerkbar machte. Auch ging
die Verfirbung dementsprechend frither, bei der schwachen
Formalingabe nach 10 Minuten, in ausgesprochenes Violett
iiber.
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Formalinzusitze haben nach Weber keine Bedeutung fiir die Praxis

der Reaktion, da er bei erhitzter Milch ohne Formalinzusatz niemals
cine Fiarbung nach 4 Minuten konstatieren konnte.

3.

>t

-3

10.

11,

12.

Chromsiure, die an sich die Milch gelb firbt, gab

a. in starken Zusdtzen (5 Tropfen auf 100 cem) keinen Unterschied
zwischen roher und gekochter Milch. Die sofort entstandenen
dunkelgelbgriinen (Rohmilch) und gelbgriinen (erhitzte) Fir-
bungen waren nach 5 Minuten durch tiefdunkel- bezw. dunkel-
blaugriin beide in dunkelgraubraun iibergegangen;

b. in schwachen Zusdtzen (1 Tropfen auf 100 cem) bei Rohmilch
sofort tiefdunkelviolette Reaktion, wihrend erhitzte zunichst
unverandert blieb, aber nach 3 bis 7 Minuten eine matt- bezw.
hellviolette Firbung angenommen hatte.

Kaliumbichromat verlieh der Mileh im Zusatze von 0,01 g auf

100 cem ein gelbliches Aussehen und der Reaktion im wesentlichen

den ni@mlichen Verlauf wie der schwache Chromsiurezusatz.

.Borsdure beeinflusste die Reaktion selbst in starker Gabe nicht.
. Salicylsdure rief in starkem Zusatze eine weniger intensive Fiarbung

der Rohmilch hervor. Schwache Zusitze hatten eine nur unwesent-
liche, und bei erhitzter Milch das Konservierungsmittel keinerlei
Wirkung.

. Benzoesaure beeintrichtigte die Probe bei erhitzter Milch nicht;

bei roher wurde die Reaktion weniger schnell intensiv.

. Natriumecarbonat und Natriumbicarbonat storten in schwachem Zn-

satze die Rohmilchuntersuchung nicht. Nach starker (Gabe war
eine geringfiigige Verminderung der Farbenintensitit sowie ein
besonderes Hervorireten des roten Farbentones festzustellen. Bei
erhitzter Milch less sich nichts beobachten.

. Von phosphorigsaurem Natron wirkten starke (0,5 g auf 100 cem

Mileh) sowie schwiichere Mengen auf die Methode nicht ein.
Unterphosphorigsaures Natron beeintrachtigte in schwachem Zu-
satz die Rohmilchreaktion nicht, in starkem (0,5 g auf 100 cem)
liess es eine dusserst geringe Verzogerung derselben bemerken. In
gekochter Milch zeigte sich bei der Probe keine Einwirkung.

Schwefligsaures Natron:

a. starker Zusatz (0,5 g auf 100 cem) rief kurze Zeit nach der
Konservierungsvornahme bei roher Milch nur eine matt rot-
violette oder gar keine Firbung hervor; einige Zeit spiter ficl
die Reaktion etwas intensiver aus;

b. bei schwachem Zusatz (0,1 g auf 100 ccem) wurde die Reaktion
schnell deutlich, erreichte aber das Maximum der Farbung erst
in 10 Minuten.

Bei erhitzter Mileh bewirkte sowohl der starke wie auch der
schwache Zusatz des Konservierungsmittels eine wesentliche
Verzogerung der Verfirbung, welche selbst nach 30 Minuten
sich noch nicht zeigte.

Unterschwefligsaures Natron: ) )

starke (0,5 g pro 100 cem) wie schwache Mengen beeinflussten die

Rohmilchreaktion so gut wie nicht. In erhitzter Milch war der

violette Schein nach 30 Minuten noch nicht eingetreten.
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Weber erklirt, dass der geringe Zusatz von Konservierungsmitteln,
wie sie die Praxis des Milchverkehrs ohne Schidigung des Geschmackes
und des Aussehens der Milch nur anwenden konne, die abgeinderte
Storch’sche Methode nicht beeinflussen. Wenn aber beim Zuriickstellen
beanstandeter Milch zur spateren Priifung starke Zusiatze gegeben
werden miissten, so seien schwefiigsaures Natron, Chromsidure und
Kaliumbichromat auszuschalten. —

1902 schreibt Storch?), dass sein Verfahren mit 2%iger Parapheny-
lendiamin- und 0,2%iger Wasserstoffsuperoxydlosung in Danemark zur
vollen Befriedigung angewandt werde. Die Methode sei derart scharf,
dass eine der gesamten Milch entnommene Probe binnen kurzem sich
bliue, wenn auch nur '/,, der Milch die Temperatur von 78° noch nicht
iiberschritten habe. Deshalb wiren die Meiereien gezwungen, die
Temperatur in mangelhaft arbeitenden Pasteurisierapparaten einige
Grade iiber 80° hinauszuhalten.

In dhnlicher Weise spricht sich die chemische Abteilung des
dénischen Versuchslaboratoriums in ihrem Bericht pro 1903/04 iiber dic
Durchfiihrung des Pasteurisierzwanges in Dénemark aus. Sie erklart,
dass die zur Untersuchung der von den Polizeibeamten entnommenen
Kontrollproben an Magermilch, Buttermilch, Rahm und Butter benutzte
Storch’sche Methode sich als durchaus zuverldssig erwiesen habe, unid
dass sich hinsichtlich ihrer Brauchbarkeit schon reichliche Erfahrungen
gesammelt hitten, indem das Verfahren 5 Jahre hindurch nicht nur
vom Laboratorium, sondern auch von der Butter- und Margarinekon-
trolle angewandt worden sei. Nur in einzelnen Fillen, wenn die Milch
nicht 80° erreicht habe, konne die Blaufirbung so schwach ausfallen,
dass sich ihr Eintritt schwer erkennen lasse. Ebenso konne ein nicht
voll auf 80° erwirmter, also noch reaktionsfihiger Rahm seinen
geringen Grad von Reaktionsverndgen verloren haben, wenn er infolge
langen Stehens (besonders in der warmen Jahreszeit) in Siuerung iiber-
gegangen sei.

Rullmann?) erklirt, dass das Storch’sche Reagens in salzsaurer
Beschaffenheit vorziigliche Dienste leistet, wenn man eine sogenannte
Schichtenreaktion?®) ausfiihrt, d. h. wenn 10 cem Mileh mit 10 Tropfen
3%igem Wasserstoffsuperoxyd vermischt und sodann mit 1 cem
Paraphenylendiaminchlorhydratlosung iiberschichtet werden.

von Stallie!) hilt die Storch’sche Probe fiir absolut zuverlissig.

3. Die Ursolprobe von Utz.

Chlopin®) befand den von der Aktiengesellschaft fiir Anilin-
fabrikation in Berlin 8O. in den Handel gebrachten Teerfarbstoff
Ursol D — vornehmlich in der Form von Ursolreagenspapier -— als ein

1) Storch. Milchetg. 1902, 81. .

%) Rullmann. Ueber die Reaktionen des oxydierenden Enzymes in der Kuh-
und Frauenmilch. Osterr. Chem. Ztg. 1904, nach Molk.-Ztg. Berlin 1904, 137.

3) Auch Weber hat die Paraphenylendiaminprobe als Zonenreaktion versucht
und als unbrauchbar verworfen. Anm. d. Verf.

4) Pharm. Weekblad, 40, 1103; n. Milchw. Centralbl. 1905, L. 7. .

%) Chlopin, Zeitschr. f. Unters. d. Nahr. u. Geenussmittel 1902, 504 cit. nach
(‘hem.-Ztg. Cothen 1902 u. Pharm. Centralhalle.
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vorziigliches Mittel zum Nachweis von Ozon und stellte fest, dass das
Ursolpapier beim Tauchen in reines Wasserstoffsuperoxyd keine Ver-
anderung erfihrt.

Utz') priifte das Ursol D auf seine Brauchbarkeit zur Unter-
scheidung von roher und gekochter Milch und findet es fiir diesen
Zweck von dhnlicher Schirfe wie das Storch’sche Paraphenylendiamin.
Zur Ausfithrung des Verfahrens sind erforderlich:

1. eine Losung von 0,1 g Ursol D in 30 cem absolutem Alkohol,
2. eine Mischung von 3 cem Wasserstoffsuperoxyd (30 %) mit 97 cem
destilliertem Wasser.

Unter Benutzung genannter Ursollésung stellte Utz zundchst fest,
dass diese mit Wasserstoffsuperoxyd (30 %) dunkelviolette und mit
verdiinnten Wasserstoffsuperoxydlésungen heller blaue Fiirbungen gibt,
die allerdings nicht sofort, sondern nach lingerer Zeit eintreten, wihrend
mit der Mischung von 3 ccm Wasserstoffsuperoxyd (30 %) und 97 cem
Wasser keine Farbung entstand.

Schiittelt man hingegen in einem Reagensglase ca. 2 cecm Milch
mit 15 cem Utz’schem Wasserstoffsuperoxyd und wenigen (3 bis 4)
Tropfen Ursollosung, so iritt bei unerhitzter Milch sofort Blaufirbung
cin. Diese zeigt sich noch ganz deutlich bei Proben, die bis auf 70°
erhitzt worden sind, bleibt hingegen bei auf 80° pasteurisierter sowie
jeder gekochten Milch aus, resp. eine solche Milch rein weiss. Auch bei
Zusidtzen von 10 % roher zur geniigend erhitzten Milch ist die Reaktion
noch kriftig, desgleichen bei 5 % Rohmilchzusatz sehr deutlich; hin-
gegen tritt bei 2 % die Blaufarbung bereits ziemlich langsam, wenn
auch noch zuverlissig ein. Saure Milch ist bis auf 7 Séuregrade (nach
Soxhlet) zu neutralisieren; dann erfolgt auch hier die Reaktion rasch
und deutlich. Ferner gibt nach Utz’ Versuchen auch das Serum, ganz
gleich ob dieses durch Versetzen der Milch mit verdiinnter Essigsaure
und schwaches Erwirmen (ca 40°) oder auch durch freiwilliges Ge-
rinnen der Milch bereitet wird, die Reaktion sehr schon. . Kleinere
Mengen von Formaldehyd beeintrichtigen die Blaufiarbung nicht,
grossere konnen sie verzogern oder ganz unterdriicken. Auch Kalium-
bichromat st6rt nicht.

Einen Febler teilt jedoch nach Utz die Ursollossung mit dem
Storch’schen Reagens, namlich die geringe Haltbarkeit; denn es gaben
verhéltnismiissig nicht zu alte Losungen mit Rohmilch selbst dann keine
Reaktion mehr, wenn konzentrierteres Wasserstoffsuperoxyd verwendet
wurde.

Zur Vermeidung dieses Uebelstandes empfiehlt Utz das Reagens
in Form von Tabletten, die aus einer Mischung von Ursol D und einem
indifferenten Bindemittel (Milchzucker) hergestellt werden. Jeweils
1 Stiick der Tabletten wird in warmem Wasser gelost, hierauf das
Wasserstoffsuperoxyd und einige cem der zu untersuchenden Milch zu-
gesetzt und durch kriftiges Schiitteln die Reaktion eingeleitet. Die
Ursoltabletten sind, wenn sie in einem dunklen gut verschlossenen Glase
aufbewahrt werden, unbegrenzt haltbar, die Ausfithrung der Reaktion

1) 'Utz. Chem.-Ztg. Cothen 1902, 1124; cf. auch Milchztg. 1902, 803.
3
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mittelst derselben sicher. Durch weitere Versuche gelang es Utz!),
auch dgg Wasserstoffsuperoxyd als Tabletten in feste Form zu bringen.
gtz %)rufte dazu folgende Superoxyde mit dem hier angegebencn

esultate: ’

1. Natriumsuperoxyd erwies sich als unbrauchbar, weil das bei seinem
Zusatze zur TFlussigkeit sich entwickelnde Natriumhydroxyd das
Zustandekommen der Reaktion dirckt verhindert. Die alkalisch
werdende Rohmilch gibt niimlich statt der blauen eine matt
scharlachrote Farbe.

2. Der Zweck wurde dagegen erreicht mit einer Mischung von
Baryumsuperoxyd und Kaliumbisulfat. Denn es bildet sich das
gewiinschte Wasserstoffsuperoxyd nach der Gleichung

Ba()z + 2KHSO4 E BaSO4 + KzSO4 + Hz 02.
3. Auch eine Mischung von Kaliumperkarbonat und einem indiffe-
rentea Stoffe erwies sich als brauchbar, entsprechend der Gleichung
K, C, O 4+ 2H,80, = 2KHSO, + 2CO, + H,0,.

Utz hat hierbei II, SO, in die Reaktionsgleichung gesetzt. Es
geniigen nach ihm jedoch die in der Milch stets vorhandenen geringen
Mengen von freier Siure, um aus dem Prdparat eine entsprechende
Quantitit Wasserstoffsuperoxyd frei zu machen. Das von der
Aluminiumgesellschaft Neuhausen in hoher Reinheit -hergestellte
Kaliumperkarbonat ist bei trockener Aufbewahrung dauernd haltbar;
das Handelsprodukt ist 80%ig und enthdlt nur geringe Spuren von
Chlorid und Sulfat als Verunreinigung.

4. Als noch brauchbarer befand Utz eine Mischung von Ammonium-
persulfat mit einem indifferenten Bindemittel in Tabletten, welches bei
der Verfliissigung wohl im Sinne der Gleichung (Lauterwald)

(NH,),8,0s + 2,0 = 2NH,. H. SO, 4+ H,0,
reagiert.

Utz bevorzugt daher das Ammoniumpersulfat und empfiehlt zum
Nachweise der unerhitzten Milch Ursol- und Ammoniumpersulfat-
tabletten. IDie Ammoniumpersulfattabletten sind lingere Zcit haltbar
und anwendungsfihig, wenn man vollstindig trockene Chemikalien za
ihrer Herstellung verwendet. Denn, wihrend das Ammoniumpersulfat
in vollkommen trockenem Zustande sclbst bei 100° C. bestandig ist,
zersetzt es sich in feuchtem schon bei gewohnlicher Temperatur unter
Abgabe von stark ozonisiertem Sauerstoff. Bei der Herstellung der
Tabletten sind genauestens bestimmte Jengenverhiltnisse einzuhalten,
da sonst (ihnlich wie bei zu konzentrierter Wasserstoffsuperoxydlosung)
bereits beim Vermischen von Ammoniumpersulfat und Ursol D allein
Blaufirbung eintreten und die schwersten Téuschungen herbeifithren
kann, wenn der Gehalt an genannten Stoffen zu gross ist. Man 165t
daher zweckmissig zunichst je eine Tablette mit Ursol ) und Ammo-
niumpersulfat in einem Reagensglase mit ctwas Wasser auf. Tritt
Blaufirbung ein, so ist der Gehalt an Ammoniumpersulfat zu hoch, und
man nimmt V5 oder 1} ete. Tableite zur Milchreaktion.

1) Utz. Milchztg. 1903, 291 und 262 (Lauterwald), desgl. Chem.-Ztg. Cithen
1903, 300.
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R. W. Raudnitz!) — Prag hatte inzwischen darauf hingewiesen,
dass durch Rhodansalze die Oxydasereaktion gehemmt werde (schon
beim Zusatz von 1 g Rhodanammonium — also fiir 15 Pfg. —auf 101
Milch), mithin keine Wirkung auf Peroxyde entsteht und sich rohe
Milch wie gekochte verhilt. Utz setzte 10 7 von einer Losung von
8 g Rhodanammonium auf 1 1 Wasser der ungekochten Mileh zu und
priifte diese zuniichst mit dem Storch’schen Verfahren. Es trat nach
dem Schiitteln vorerst gelbgriine Firbung ein, die allmihlich ver-
schwand, um einem rein weissen Aussehen, wie bei gekochter Milch,
Platz zu machen. Bei der Ursolprobe dagegen schlug die schnell er-
schienene ebenfalls zuerst gelbgriine Firbung fast momentan in blau-
grin um; die griine Niiance verschwand rasch, und die Blaureaktion
blieb bestehen, wie das bei gewohnlicher roher Milch sich zeigt. Die
Reaktion trat selbst bei einem Zusatz von 50 % erwiahnter Rhodan-
ammoniumlosung sehr prompt, wenn auch nicht so intensiv ein. Nach
Utz ist also die Moglichkeit vorhanden, dass bei der Storch’schen Probe
der mit der Ausfilhrung umfangreicher Kontrolle betraute Beamte die
Gelbgriinfirbung iibersehen kann resp. durch die Beachtung der
folgenden weissen Farbe sich tauschen lisst und die rohe Mileh fiir
geniigend erhitzt befindet. Auf Grund seiner Beobachtungen erklirt
deshalb Utz, dass

1. die Ursolprobe bis dahin (er priifte noch das Jodkaliumstirkever-
fahren) die einzige Methode sei, welche auch die mit Rhodansalz

versetzte Rohmilch sicher nachweise, und

2. im Ursol D noch eine Substanz sein miisse, welche trotz der An-

wesenheit von Rhodansalzen den Eintritt der Reaktion begiinstige, und

dass dieses der wesentlichste Unterschied zwischen Paraphenylendiamin
und Ursol D sei.

Wirthle*) vertritt die Ansicht, dass das Ursol D nichts weiter als
Paraphenylendiamin sei, wiec es auch im Buch von Schultze- Julius
stinde. Zur Stiitze seiner Behauptung dienen ihm seine mit 1 Para-
phenylendiamin- und 2 aus verschiedenen Quellen bezogenen Ursol-
proben angestellten Versuche. Aus diesen ergab sich, dass

1. alle 3 Préparate bei 138 bis 139 (unkorrigiert) schmolzen, somit
als identisch und als reines Paraphenylendiamin anzusehen waren;

2. alle 3 Substanzen nach Storch’scher Vorschrift — also Parapheny-
lendiamin sowie Ursol D in 2%iger wisseriger Losung nebst

0,2%igem Wasserstoffsuperoxyd — angewandt, in der Reaktion voll-
standig iibereinstimmten ; )

3. die Ursolproben wie das Paraphenylendiamin auch in Utz'scher
Losung (0,1 g in 30 cem absolutem Alkobol) .und mit Utz’schem
Wasserstoffsuperoxyd (3 ecem H, O, v. 30 %. mit 97 ccm dest.
Wasser) dieselbe Blaufirbung gaben, deren schwiicherer Ausfall
(als unter 2.) von Wirthle nur darauf zuriickgefiihrt wird, dass in
der Utz’schen Losung etwas weniger Ursol bezw. Parapheny-
lendiamin zur Anwendung gelangt;

’) Raudnitz. .Sammelreferat iiber die Arbeiten aus der Milchchemie "i. J.
1902“. Monatsschrift Kinderheilk. 1903, Bd. 1. No. 5 eit. n. Utz. Chem.-Ztg. Cothen
1903 nnd Berichtigung von Raudnitz ebenda.

?) Wirthle. Chem.-Ztg. Cothen 1903, 432; cf. desgl. S. 300.

oR
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4. mit Rhodanammoniumlosung (1 %) versetzte Rohmileh (0,3 cem
auf 5 cem Milch) auf Zusatz von Ursol resp. Paraphenylendiamin
nach Storch in keinem Falle die Reaktion gab, wihrend beim
Arbeiten nach Utz — durch das hierbei in einer mindestens zehn-
fachen Menge zugesetzte Wasserstoffsuperoxyd — mit dem Para-
phenylendiamin in gleicher Weise wie mit den Ursolproben die
Blaureaktion ausgefithrt wurde.

Nach Wirthle gibt es somit ein verschiedenes Verhalten des Ursols
und Paraphenylendiamins auch bei Gegenwart von Rhodansalzen nicht,
da nach seiner Auffassung die von Utz gemachten Unterschiede nicht
auf Nebenbestandteile (Verunreinigungen) des Ursols, sondern viel-
mehr darauf zuriickzufiihren sind, dass das Wasserstoffsuperoxyd resp.
der aus ihm freigemachte Sauerstoff durch Rhodansalze gebunden,
bezw. infolge Mangels an Wasserstoffsuperoxyd die Reaktion verzogert
wird. Es liefert ihm fiir letztere Annahme den Beweis die Beobachtung,
dass auch bei Anwendung des Ursols und des Paraphenylendiamins
nach Storch die mit Rhodanammonium versetzte Rohmilch eine starke
Blaufirbung gab, wenn tropfenweise weitere Zusitze von 0,2%igem
Wasserstoffsuperoxyd erfolgten.

Wirthle schliesst aus seinen Befunden:

1. das Ursol D ist identisch mit dem Paraphenylendiamin;

2. zum Nachweise ungekochter Milch ist das Storch’sche Reagens vor-
ziiglich geeignet; tritt die Reaktion nicht direkt, sondern erst auf
weiteren Zusatz von 0,2%igem Wasserstoffsuperoxyd ein, so liegt
der Verdacht nahe, dass der Milch reduzierende Substanzen zu-
gefiithrt wurden, und es erscheint geboten, jene darauf zu priifen.

Gegen diese Vorhaltungen von Wirthle wendet sich Utz.') Nach
der ibm auf Anfrage von der Fabrik in Berlin zugegangenen Mit-
teilung werde unter der Bezeichnung ,,Ursol D das zu technischen
Zwecken (Firberei) hergestellte Paraphenylendiamin in den Handel
gebracht; das Storch’sche Reagens sei das reine Priparat. Weiterhin
untersuchte Utz neben Paraphenylendiamin drei zu verschiedenen
Zeiten bezogene, von ihm als Ursol D I, II und TIT bezeichnete Ursol-
proben.

Es ergab sich:

a) Ursol D I und II schmolzen (unkorrigiert) bei 133 bis 134°.

Ursol D IIT und Paraphenylendiamin dagegen bei 138 bis 139°.
Der Schmelzpunkt fiir das Paraphenylendiamin werde iibrigens
in der Literatur verschieden angegeben, so nach Merck’s Index
bei 140°, nach Schmidt Pharm. Chemie 1896 bei 147°, und liege
jedenfalls bei 140°.

b) Alkoholische Losungen von Ursol D I und IT verhielten sich,
unter einander iibereinstimmend, spektralanalytisch ganz anders
als diejenigen von Ursol D III und Paraphenylendiamin, die
sich ihrerseits wieder als gleich erwiesen. Auch liess die Farbe
der gleich starken Losungen Unterschiede erkennen.

') Utz. Milelztg. 1903, Nr. 27.
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c) Wurden die vier Reagentien in Storch’scher Lisung mnebst
Storch’schem Wasserstoffsuperoxyd angewandt, so zeigten sich
die von Wirthle beobachteten iibereinstimmenden Befunde. Vor
dem Zusatz einer zu starken Menge der benctigten Reagentien
sei aber zu warnen, da, wie ein einfacher Versuch lehre, die
Reagentien allein, somit auch mit gekochter Milch eine Blau-
fairbung geben konnten, die Tauschungen hervorzurufen im-
stande sel.

d) In 2%igen Losungen und nebst 0,2%igem Wasserstoffsuperoxyd
(also nach Storch’scher Vorschrift) zu der mit Rhodanammonium
versetzten Milch gegeben, versagten Ursol D III und Parapheny-
lendiamin, wohl aber gaben Ursol D I und II die Reaktion.

Der Umstand, dass nach Zusatz weiterer Tropfen Wasserstoffsuper-

oxyd (nachWirthle wird der aus letzterem abgespalteneSauerstoff durch
Rhodanammonium gebunden) auch beim Paraphenylendiamin die Blau-
farbung erfolgt, ist nach Utz darauf begriindet, dass bei starken Wasser-
stoffsuperoxydgaben auch zwischen dem Paraphenylendiamin und
Wasserstoffsuperoxyd bezw. dessen Sauerstoff eine Reaktion zustande
kommt, die mit der Abwesenheit von Milch nichts zu tun hat und dem-
gemiss sowohl bei gekochter wie ungekochter Milch eintreten kann.
Jede Willkiir (besonders der Polizeibeamten) in dem Zusatze der
Losungen und etwaige hierdurch entstehende Téuschungen liessen sich
durch den Gebrauch der, zudem haltbareren, Tabletten, in welchen die
cinzelnen Stoffe in genau ausgeprobten Quantititen enthalten seien,
vollkommen vermeiden. Utz schliesst:

1. Die Ursolprobe ist mit dem Storch’schen Verfahren nicht identisch.

2. Paraphenylendiamin und Ursol D III sind identisch, mit diesen
beiden dagegen nicht Ursol D I und II.

3. Die Reaktion mit Ursol D I und II tritt auch bei Gegenwart von
Rhodansalzen ein, was bei Paraphenylendiamin und Ursol D III
nicht der Fall ist.

Utz erklart ferner, dass seine Ursolprobe bereits von Professor
Wender?) nachgepriift und beziiglich der Richtigkeit vollauf bestitigt
worden sei. —

In der Folge ist noch von Lauterwald?) in , Mitteilung XIII aus
den Arbeiten der Versuchsstation fiir Molkereiwesen in Kiel* iiber Ver-
gleichsversuche zwischen der Storch’schen und der Utz’schen Reaktion
berichtet worden. Es wurden in Kiel zundchst Vorversuche angestellt,
hierbei fiir die Ursolprobe eine Losung von 0,1 g Ursol D in 30 cem
Alkohol (96 %) nebst einem Wasserstoffsuperoxyd von 8 Gewichts- oder
10Volumenprozenten benutzt, und davon zu 5 cem Milch 3 bis 4 Tropfen
Ursollésung und 1 bis 2 Tropfen Wasserstoffsuperoxyd zugesetat.
Dabei zeigte sich, dass die Ursolreaktion gegeniiber der Storch’schen
Probe langsamer eintrat, und dass auch die Zeitdauer, welche
bis zur Erreichung des Hohepunktes der Firbung verstrich,
bei dem Ursolverfahren eine lingere war. Letztere Erscheinung
besserte sich auch auf weiteren Zusatz (2 bis 3 Tropfen) Wasserstoff-

") Wender. Oesterr. Chem.-Ztg. 1903, 6, 3.
?) Lauterwald. Ref. Milchztg. 1903, 241,



superoxyd resp. bei Gabe von 8 Tropfen Ursollosung nicht, sondern
spielte sich nur innerhalb geringerer Zeitriume ab, ganz gleich, ob die
Mileh roh oder auf 60, 65, 70 und 75° erhitzt war. Auch war die
Intensitdt der Storch’schen Reaktion stets um eine Niiance stirker blau.
Bei Milch, die auf 80° pasteurisiert war, zeigte sich mit beiden Ver-
fahren keinc Farbung mehr. Bei einer Mischung von 14 roher und 24
erhitzter Milch gingen die Zeiten, die zum Eintritt der Reaktion er-
forderlich waren, noch mehr zu Ungunsten der Ursolreaktion ausein-
ander, wihrend bei 2 % Rohmilchzusatz beide Reaktionen ziemlich
gleichmissig und langsam eintraten, sodass die Empfindlichkeit der
Verfahren nach dieser Richtung ziemlich gleich erschien.
Zu den Hauptversuchen wurden die Storch’schen und die Utz’schen
Reagentien vorschriftsmissig hergestellt. Die Priifung wurde mit
a) 2 ccm Mileh, 0,5 cem Utz’scher Wasserstoffsuperoxydmischung
und 3 bis 4 Tropfen Ursollosung;
b) 10 cem Mileh, 2,5 cem Utz’schem Wasserstoffsuperoxyd und
ca 12 Tropfen Ursollosung;
¢) 10 cem Mileh, 1 Tropfen Storch’schem Wasserstoffsuperoxyd und
2 Tropfen Paraphenylendiaminlésung
derart ausgefiihrt, dass zwei Personen zu gleicher Zeit die Zusitze und
das Schiitteln besorgten. Iierbei liess sich beobachten, dass gleich nach
dem Schiitteln die Ursolreaktion einige Augenblicke friiher eintrat,
dann aber bald in der Intensitit der Farbung von der Storch’schen iiber-
holt wurde, welche auch schneller auf die Maximalfirbung kam. Die
cinige Augenblicke spiter den Hohepunkt der Firbung erreichende
Ursolprobe erwies sich aber in der Blaufarbung etwas intensiver als die
Reaktion Storch. Da indes genannte Erscheinungen sich innerhalh
weniger Sekunden abspielten, erklirt Lauterwald die eine Reaktion fiir
chenso brauchbar wie die andere, vorausgesetzt, dass man bei beiden
genau die Vorschriften befolge.

Der grossere Aufwand an Ursoltropfen ist nach Lauterwald darauf
begriindet, dass einer 2%igen Paraphenylendiamin- eine nur 0,33 %ige
Ursollosung gegeniibersteht, wihrend andererseits bei der Ursolprobe —
wenn man 1 cem als aus 20 Tropfen bestehend annimmt — auch eca
16 mal soviel wirksames Wasserstoffsuperoxyd angewandt wird.

Die Utz'schen Erfahrungen iiber die mit Rhodanammonium
versetzte Milch erfuhren in Kiel ihre DBestitigung, indem beim
Zusatz von 10 % bezw. 50 % einer Losung von 4 g Rhodan-
ammonium in 500 cem Wasser zur unerhitzten Milch bei beiden
Methoden zunichst eine Gelbgriinfirbung entstand. Wihrend letztere
aber bei der Storch’schen Probe nach kurzer Zeit in weiss umschlug,
ging sie bei dem Ursolverfahren langsam durch schmutziggrau, rotlich-
grau und rétlichblaugrau in blau iiber, an der Oberfliche einen rotlichen
— nicht von Siuerung der Mileh herriihrenden — Schaum hinter-
lassend. Der Uebergang von gelbgriin zu blau spielte sich aber nicht,
wie nach Meinung von Lauterwald das Utz beobachtet hat, in rascher
Aufeinanderfolge, sondern im Verlaufe von 15 bis 20 Minuten ab, um
erst noch spiter das Maximum der Blaufirbung zu erreichen. Auf
85° (. erhitzte und mit Rhodanammoniumlésung versetzte Milch gab
mittelst beiden Reaktionen keine Verinderungen, wie auch die von




39

beiden Methoden in normaler Rohmilch hervorgerufenen Blaufirbungen
durch nachtriglichen noch so grossen Zusatz von Rhodanammonium
nicht mehr zum Verschwinden gebracht werden konnten. Nach Lauter-
wald sind mindestens 0,08 g des Salzes pro 1 Ltr. Milch erforderlich,
um die Storch’sche Reaktion zu verhindern, welche Beobachtung sich
Zoni(it mit der Raudnitz’schen Angabe (1 g auf 10 1 Mileh) ungefihr
eckt.

Die von Utz erwiihnte leichte Zersetzlichkeit der Ursollosung wird
in Kiel beglaubigt, denn letztere zeigte schon nach wenigen Tagen
starke Braunung, wogegen die Paraphenylendiaminlosung bei geeigneter
Aufbewahrung wochenlang reaktionsfahig blieb.

Auf Grund dieser Erfahrungen gibt Lauterwald einen Unterschied
zwischen den qlf. Reaktionen zu, weist aber darauf hin, dass das Ursol D
scheinbar nicht immer mit derselben Gleichmissigkeit hergestellt werde,
wihrend gerade die verunreinigenden Nebenbestandteile des Ursols fiir
die vorn Paraphenylendiamin unterschiedliche Reaktion massgebend
sein diirften. .

Versuchsansteller erwihnt dann noch die von Utz empfohlenen
Tabletten. Beziiglich des Hinweises auf die geringe Haltbarkeit des
Ammoniumpersulfates in feuchtem Zustande bemerkt er: ,,Es ist das
wohl so zu verstehen, dass — wenigstens wenn man bei der Reaktion
sehr wenig Substanz und verhdltnismissig viel Wasser bezw. Milch
verwendet — zunichst Wasserstoffsuperoxyd entsteht. Zicht die
Substanz beim Liegen an der Luft Wasser an, so lidsst sich leicht denken,
dass dieses konzentrierte Wasserstoffsuperoxyd sich sehr schnell in seine
Bestandteile Wasser und Sauerstoff zersetzt. Fiir die Reaktion kann
das Priparat natiirlich nur dann brauchbar sein, wenn es zunichst
unzersetztes Wasserstoffsuperoxyd liefert. Denn gibe es — wie man
die Utz’sche Angabe vielleicht missverstehen konnte — von vornherein
ozonisierten Sauerstoff ab, so wiirde sowohl bei roher als auch bei
gekochter Milch die Reaktion eintreten, mithin eine Unterscheidung
nicht mehr moglich sein.

.

4. Die Richmond’sche Reaktion mit Metaphenylendiamin.

Von Richmond!) wird anstelle des Paraphenylendiamins das
Metaphenylendiamin empfohlen, weil dieses, wenn auch eine hellere
weniger intensive, so doch viel bestindigere Firbung liefert. Mit
Amylalkohol ausgeschiittelt, wird die Firbung beider Reaktionen von
diesem aufgenommen. Die der Meta-Verbindung ist bestéindig, die des
Paraphenylendiamins geht in braun iiber.

Siegfeld?) priifte die Methode in 2%iger Losung nebst 1%igem
Wasserstoffsuperoxyd nach und fand die Firbung bei weitem weniger
intensiv und infolgedessen die Reaktion weniger empfindlich als die des
Storch’schen Reagenzes. Das Ausschiitteln mit Amylalkohol hilt er fiir
eine unnotige Komplikation (cfr. Tabelle B. S. 43.)

1) Richmond. The Analyst 1900, 231 cit n. Siegfeld Milchztg. 1901 Nr. 46.
?) Siegfeld. Kbenda.
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Nach Utz') gibt eine Metaphenylendiaminchlorhydratlosung von
2 % eine der Paraphenylendiaminreaktion #hnliche, jedoch etwas
schwiichere Firbung von mehr schmutzig hellblauer Niiance.

6. Die Arnold-Mentzel’schen Reaktionen mit Paradiaethyl-
paraphenylendiamin und Paradiamidophenylaminhydrochloricum.?)

Arnold und Mentzel empfehlen zum Nachweis stattgehabter Milch-
orhitzung das Paradiaethylparaphenylendiamin und das Paradiami-
dophenylaminhydrochloricum, beide bei Th. Schuchardt-Gorlitz erhilt-
lich. Zur Ausfiihrung der Probe sind erforderlich:

1. eine 2 bhis 3%ige Losung von Paradiaethylparaphenylendiamin in

Alkohol oder Aceton;

2. eine schwach salzsaure gesittigte Losung von Paradiamidopheny-
laminhydrochloricum (die Substanz wird dazu in schwach mit Salz-
sdure gesittigtem Alkohol gelost, damit nicht eine blauliche, sondern
eine rotliche alkoholische Losung derselben entsteht) ;

3. fiir beide Verfahren eine 4 bis 5%ige Wasserstoffsuperoxydlésung
(kéuflich).

Beide Losungen geben mit Wasserstoffsuperoxyd allein keine
Reaktion. Die I’robe erfolgt so, dass zu je 10 cem Mileh 1 Tropfen der
Wasserstoffsuperoxydlosung zugesetzt und dieses Gemisch mit 6 bis 8
Tropfen eines der beiden Reagentien geschiittelt wird. Es entsteht dann
in unerhitzter Milch mit Paradiaethylparaphenylendiamin eine pracht-
volle Rotfirbung, die allmihlich in violett iibergeht, mit Paradiami-
dophenylaminhydrochloricum eine blaugriine Reaktion. Gekochte bezw.
einige Minuten auf 80° pasteurisierte Milch gibt (als Folge der zer-
storten, Wasserstoffsuperoxyd zersetzenden Oxydase) nach dem
Schiitteln keine Reaktion mehr. Die auch hier nach lingerer - Zeit
langsam sich vollziehenden schwachen Verfarbungen liefern den
Verfassern nur den Beweis dafiir, dass auch in geniigend erhitzter Milch
eine allmiahliche Wasserstoffsuperoxydzersetzung vor sich geht, welche
nicht von der Oxydase verursacht wird. Ausserdem sind noch 2 %
roher in gekochter Milch mit beiden Verfahren nachweisbar, und zwar
beim ersteren nach etwa 3, beim zweiten in 1 bis 2 Minuten (hier
Griinlichfirbung). Auch mit Serum lassen sich die Reaktionen erhalten,
ganz gleich ob dieses durch freiwillige Gerinnung der Milch oder durch
Zusitze zu dieser hergestellt wird. — Fiihrt man mit der mit Wasser-
stoffsuperoxyd gemischten Milch unter Zusatz von 7—8 Tropfen Para-
diamidophenylaminhydrochloricum eine Zonenreaktion aus, so lassen
gich selbst Spuren von Oxydase nachweisen, z. B. 75 bis 1 9% rohe in
gekochter Milch, durch eine sich sofort bemerkbar machende bldulich-
griine Firbung.

Als Mangel der Losungen dieser beiden Reagentien erwihnen
Arnold und Mentzel ihre geringe laltbarkeit. (Angaben iiber Nach-

‘ 1) Utz. Pharm. Centralh. 1901, 149.
Arnold u. Mentzel. Zeitschr. f. Unters. d. Nahr., u. Genussm. 1903, 548 cit.
n. Molk. Ztg. Berlin 1903, 292 u. Rep. Chem.-Ztg. Cothen 1903, 191.
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prifungen dieser Verfahren finden sich in der mir zu Gebote stehenden
Literatur nicht. Anm. d. Verf.) —

Anhangsweise sei hier erwithnt, dass auch mit Tetramethyl-
paraphenylendiaminlosung und verdiinntem Wasserstoffsuperoxyd fir
Robmilch eine prachtige Violettfarbung charakteristisch ist (Neumanu-
Wender?), K. Aso?)). Dieses Reagens wurde deshalb von Griiss?®) in
FForm des Chlorhydrates zum Nachweis der Oxydase empfohlen.

6. Die Dupody’sehon Methoden.

Dupouy*) hat ausser der von ihm modifizierten Guajakprobe®) zur
Untersuchung auf Milcherhitzung noch folgende Substanzen (Tabelle A)
empfohlen, deren interessante Karbenerscheinungen er der schon ofter
citierten Oxydase zuschreibt. :

Tabelle A.: Die Dupouy’schen Rea’gentien..

Reagens Bei der Probe gemischt Reaktionen

a) Rohmilch | b) gek. Milch

1 cem Milech + 1 cem wisserige
1 9y-ige Losung -+ 1 Tropfen | orangegelb 0
Wasserstoffsuperoxyd (10 %,)

1. Guajakol
(krystall.)

3 cem Milech 4+ 1 cem frisch | rosa, dann Aus-

bereitete wiisserige 10 %/,-ige Losung |scheidung griiner )

+ 15 Tropfen Wasserstoflsuperoxyd|  Krystallo
(10 °/y) v. Chinhydron

2. Hydrochinon

1 cem Milech 4 1 cem wisserige
3. Brenzkatechin 10 °/,-ige Losung + 1 Tropfen gelbbraun (4]
Wasserstoffsuperoxyd (10 °/,)

Eine Wenigkeit in etwas Wasser
elost + gleiches Volumen Milch blauviolett 0

4. «-Nuphtol 1 Tropfen Waos/serstoﬂ‘superoxyd
10 %)

Einige (‘entigramm in Wasser
5. Paraphenylen- || gelost -+ gleiches Volumen Mileh| dunkel- 0
diamin + 1 Tropfen (Was:!/e;stoﬂ'snperoxyd violett

10 °/,

Dupouy bevorzugte von diesen Substanzen zunichst das Para-

!) Neamann-Wender. Molk. Ztg. Berlin 1904, 63.

?) K. Aso. The Bulletin of the College of Agricultur, Tokyo Imperial Univer-
sity Vol. 5, Nr. 2, S. 230 ff,, cit. n. Centralblatt f. Agrikulturchem. 1903, 428.

3) Griiss. Wochenschr. f. Brauerei 1899, 523.

‘) Dupouy. Rép. de Pharm. 1897, 206 cit. n. Pharm. Centralh. 1897, 392 u.
Molk.-Ztg. Berlin 1897, 283; ferner Bulletin des travaux de la société de pharm.
de Bordeaux. Oct. 1902 u. desgl. Schweiz. Wochenschr. f. Chem. und Pharm. 1903,
cit. n. Utz Milchztg. 1903, 129 u. 594.

%) ef. S. 14.
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phenylendiamin. Weil dieses aber — namentlich in Losung — schon
durch den Sauerstoff der Luft verindert bezw.gefirbt wird, empfiehlt
cr spater an dessen Stelle krystallisiertes Guajakol, dessen Losung
ausserordentlich haltbar sei. Nach seinen erneuerten Versuchen gibt
eine 1%ige wisserige Guajakollosung nebst einem Tropten der go-
wohnlichen, aber zuvor auf 1/, verdiinnten Wasserstoffsuperoxydlosung
mit unerhitzter Milch sofort und in der Kilte eine granatrote Reaktion,
wihrend gekochte oder iiber 80° pasteurisierte Milch farblos bleibt.

Leffmann') hat zuerst die Dupouy’schen Reaktionen nach dessen
Vorschrift wiederholt gepriift und hilt das I’araphenylendiamin fiir
das empfindlichste Reagens, betont jedoch, duss dasselbe nur in frischer
Losung angewandt werden diirfe, da sonst diese schon nach mehr-
stiindigem Stehen auch ohne Wasserstoffsuperoxyd der gekochten Mileh
die blaue Firbung gebe. Die Reaktion tritt auch bei unerhitzter sau-
rer Milch ein. Bei iiber 82° pasteurisierter bleibt sie hingegen aus.
Als Ursache der Reaktion sieht Leffinann die Enzyme in der Milch an,
die bei 80° ihre Wirkung verlieren.

Weiterhin hat Siegfeld®?) die von Dupouy vorgeschlagenen Stoffc
sowie ferner noch das Pyrogallol versucht. Zu jeder Probe wurden
10 cem Mileh mit 2 Tropfen Wasserstoffsuperoxyd (medizinisch) und
der Reagenslosung geschiittelt. Die Stiarke der Losungen, die davon
zugesetzten Mengen und die erzielten Resultate sind aus der seinem
Referate entnommenen Tabelle B, S. 43 ersichtlich. (Letzterer sind
ferner die Ergebnisse mit der Guajaktinktur wie auch der Para- und
Metaphenylendiaminreaktion angegliedert worden, worauf S. 15, 28 u.
39 hingewiesen wurde.)

Nach einem spiteren Bericht hat sich Siegfeld speziell noch mit dem
Guajakol beschiftigt, weil dieses Reagens wiederholt in der Literatur
angepriesen worden war. Da jedoch zu seinem ersten Versuch von einer
2%igen Losung 10 ccm auf eine gleiche Menge Milch angewandt werden
mussten, und ferner das Verfahren Zusitze von 10 % roher zur
geniigend erhitzten Milch nicht zu erweisen vermochte, so gebrauchte
er nunmehr eine 20%ige alkoholische Losung. Hiervon wurden
10 Tropfen nebst 2 Tropfen Wasserstoffsuperoxyd zu 10 cem Milch zu-
gesetzt. Es erfolgte nach etwa 1% Minute eine fleischfarbene, allmihlich
in orange iibergehende Firbung, die bei Gemischen von stark erhitzter
und 10 % roher Milech auch noch rasch zur vollen Stirke anstieg, bei
Mischmileh mit 5 % Rohmilchgehalt dagegen fortblieb bezw. sich erst
bei Anwendung von 1 ccm des Reagenzes nach 1 Minute hell fleisch-
farben #usserte. Siegfeld erklirt das Guajakolverfahren als brauchbar,
aber an Schnelligkeit des Eintrittes und an Intensitdt seiner Reaktion
dem Paraphenylendiamin nachstehend.

1) Leffmann, Schweiz. Wochenschr. f. Chem. u. Pharm. 1898, 201 cit. n. Pharm.
Centralhalle.

%) Siegfeld. Milchztg. 1901, 723; ferner Zeitschr. f. angew. Chemie 1903, Heft
32, 771 cit. n. Utz, Milchztg. 1903, 594.
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Tabelle B.: Die Versuche von Siegfeld.
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Raudnitz') hilt das Guajakol fiir das beste Reagens zum Nachweis
der Milcherhitzung.

Utz?) versuchte das krystallisierte Guajakol in 5%iger alkoholischer
Losung nebst 0,1 %igem Wasserstoffsuperoxyd und erzielte hiermit
zufriedenstellende Resultate. Nach ihm besitzt das Guajakolverfahren
vor anderen Methoden folgende Vorteile:

1. Gegeniiber der Guajaktinktur ist die Guajakollosung nach Her-
stellung sofort brauchbar und, in brauner Flasche aufbewahrt, in weil
grosserem Masse haltbar als die Paraphenylendiamin- bezw. Ursol-
16sung.

2. Die Guajakollosung gibt weder mit verdiinntem, noch mit reinemn
Wasserstoffsuperoxyd irgend eine Reaktion. Somit ist, wenn sich alle
Handelssorten von Guajakol gleich verhalten, ein Anlass zu Tauschun-
gen in gekochter Milch ausgeschlosscn. Fur letzteres sprient auch das
triihere Verblassen der orangeroten Firbung.

3. Der Siuregrad beeinflusst die Guajakolreaktion nicht. Sie tritt
selbst bei geronnerer ungekochter Milch, ebenso bei Serum ein.

Mit der 5%igen Guajakollosung konnte Utz nmoch 5 % roher in
gekochter Milch deutlich nachweisen, wenngleich die Reaktion bereits
langsam und schwach kam. Die bekannten Konservierungsmittel iibten,
in den gebriuchlichen Mengen angewandt, keinen nachteiligen Einfluss
auf den Eintritt der Reaktion aus; gleichfalls nicht grossere Mengen
von Formaldehyd, die bereits durch den Geruch wahrgenommen werden.

Spolverini®) benutzte eine wisserige Losung von krystallisiertem
Guajakol (1 :100) zum Nachweis des oxydierenden Fermentes in der
Milch. Er erhielt durch Vermischen gleicher Volumina Milch wund
Guajakol nebst einigen Tropfen des im Handel kauflichen Wasserstoff-
superoxydes in 4 bis 5 Minuten eine schone Rotfdarbung. Diese trat
frither und kraftiger ein, wenn die Milch im Thermostaten auf 35° ge-
bracht wurde.

Kollo*) in Bukarest mischte gleiche Mengen von Milch und 1%iger
wisseriger Guajakollosung (Guajakol kryst.) nebst 1 Tropfen Wasser-
stoffsuperoxyd. Nach seinen Angaben kennzeichnet unerhitzte Voll-
milch, Magermilch, Rahm und Molke gleichmissig eine dunkel-rosa-
rote Reaktion. Diese tritt auch ein bei Mileh, welche kurze Zeit auf
60° und 70° pasteurisiert ist. Bei lingerem Erhitzen, besonders auf
hohere Temperaturen, bleibt die Milch farblos. Auch Gemische von
roher und gekochter Milch erzeugen die rote Guajakolreaktion, des-
gleichen Rohmilech mit Formalinzusatz (1 %). Die zu den Unter-
suchungen zu benutzende Guajakollosung muss jedoch unbedingt farblos
gein. Kollo hilt die Guajakollosung fiir ebenso scharf wie die Para-
phenylendiaminlésung, zieht sic aber wegen ihrer grossen Haltbarkeit

1) Raudnitz. Monatsschrift f. Kinderheilk, 1903, Bd. I, Nr. b cit. n. Utz
Milchztg. 1903, 594.

?) Utz. Ebenda.

%) Spolverini. Revue infantile. cit. n. Milchztg. 1904, Nr. 26.

4) Kollo. Pharm. Post 1903, 36, 741. Zeitschr. f. Unters. d. Nahr. u. Genussm.
1905, 556. cit. n. Pharm. Centralhalle 1904, 271 und Milchw. Centralblatt 1906, Nr. 4.
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der letateren vor. Ferner macht er den Vorschlag, das Verfahren durch
Anwendung von Guajacolum liquidum absolutum des Handels zu ver-
einfachen, von dem 2 Tropfen im Reagensglas mit etwa 10 cem Wasser
zu vermischen sind.

Weber!) empfiehlt an Stelle des Guajakols das Kreosot, welches u.
a. Guajakol enthilt, und zwar aus folgenden Griinden:

1. die wiisserige 1%ige Guajakollésung werde in brauner Flasche
verabfolgt, mit dem Bemerken, dass sich das Guajakol nicht vollkommen
lose und deshalb die Fliissigkeit vor dem Gebrauch umzuschiitteln sel,
was beweise, dass die Losung nicht konstant und nicht lange haltbar sein
konne;

2. die zur Ausfiihrung der Reaktion (se. n. Dupouy. Anm. d. Verf.)

erforderliche Menge der Guajakollosung sei verhaltnissmissig be-
deutend.

Die Kreosotprobe erfolgt derart, dass etwa 2 cem Milch mit |
Tropfen medizinischem Wasserstoffsuperoxyd und 5 Tropfen des in der
Therapie verwendeten Kreosotes gut durchgeschiittelt werden. Roh-
milch wird hiernach innerhalb 1% bis 1 Minute matt rotbraun, in 2 Mi-
nuten hell rotorange und erreicht nach 10 bis 20 Minuten in rotorange
die hichste Intensitit der Reaktion. Letztere erfolgt auch in erwirmter
Milch, fiillt aber von 70° ab schwicher aus und bleibt bei Milch, die auf
79 bis 80° und dariiber erhitzt worden ist, ginzlich fort, wobei es
gleichgiiltig ist, ob die Milch in heissem oder in kaltem Zustande gepriift
wird. Weiterhin sind Zusitze von 10 % roher zur gekochten Milch
(geringere Beimengungen wurden von Weber nicht gepriift) noch deut-
lich nach 4 bis 10 Minuten in matt rotbrauner Firbung zu erkennen.
Bei stirkeren Rohmilchzusitzen kommt die Reaktion schneller und in.
tensiver; von 50 % ab wird sie hell rotorange. Die Kreosotprobe ist
auch fiir saure Milch brauchbar, desgleichen auch fiir Molke und Serum,
welche nach dem Umschiitteln eine unwichtige milchige Triibung an-
nehmen. Weber hat ferner konservierte Milch untersucht, und zwar
unter Benutzung derselben Substanzen als bei der Guajakprobe und der
Paraphenylendiaminprobe (cf. S. 17 und 30). Aus seinen Ergebnissen
erhellt, dass das Kreosotverfahren im allgemeinen in denselben Fillen
versagt wie die Guajakringprobe und das von Weber modifizierte
Storch’sche Verfahren. Gegeniiber letzterem ergibt sich aber als wich-
tige Besonderheit, dass Formalin als das beliebteste Konservierungs-
mittel fiir Laboratoriumszwecke die Kreosotprobe nicht beeinflusst.

7. Das Jodkaliumstirkeverfahren.

dn Roi und Koehler?) empfehlen (in ihren Versuchen unabhingig
von Storch) Jodkaliumstirkekleister und Wasserstoffsuperox‘yd zum
Nachweise unerhitzter Milch. 2 bis 3 g Jodkalium werden in etwas
Wasser gelGst und mit einer Stirkelosung, welche durch Uebergiessen

!) Weber. Dissertation, Leipzig 1902. . B
’; du Roi-Koehler cit. n. Milchztg. 1902, S. 17. cf. desgl. in ,Der Landbote
Prenzlan 1901, Nr. 103.



46

von 2 bis 3 g Stirke mit ea 100 cem heissen Wassers hergestellt wird,
gemischt. Bei der Probe gibt man zu 50 ccm Mileh 2 %, d. h. 1 cem
1 %iges Wasserstoffsuperoxyvd, giesst etwa 3 ccm des Gemisches in ein
Reagensglas und setzt die gleiche Menge Jodkaliumstiarkekleister hin-
zu. Nach kraftigem Schiitteln firbt sich rohe Milch blau, auf 80° und
dariiber erhitzte soll rein weiss bleiben. Beim Arbeiten mit geringeren
Milchmengen sind entsprechend verdiinnte Wasserstoffsuperoxydlo-
sungen zu verwenden, z B. auf 10 cem Milch 1 cem Wasserstoffsuper-
oxyd von Y5 %. Mit der du Roi-Koehler’schen Jodkaliumstirkeprobe
sind noch 2 % roher in erhitzter Milch -nachweisbar. Formaldehy+
bezw. Kaliumbichromat verhindern, in der iiblichen Menge zugesetzt,
die Reaktion nicht; denn es tritt die Farbung sogar bei einer Gabe von
10 Tropfen 10 %iger Kaliumbichromatlosung resp. 20 Tropfen For-
maldehyd auf 50 cem Milech mit geniigender Schirfe ein, wenn auch
in letzterem Falle erst nach 2 bis 3 Minuten. Geniigend erhitzte Milch
mit der genannten starken Menge Kaliumbichromat (Oxydationsmittel)
vermischt, erzeugt nach lingerem Stehen eine mit der eigentlichen Re-
aktion nicht zu verwechselnde Farbendnderung. Rohe saure Milch
zeigt sofort intensive Blaufirbung (wie solches auch von Storch?') fest-
gestellt worden ist. Amm. d. Verf.); diese stellt sich jedoch auch bei
saurer erhitzter Milch — je nach dem Sduregrade — mehr oder weniger
intensiv ein und unterscheidet sich dann in nichts von der Reaktion
der Rohmilch. Wird die saure Milch aber durch Zusatz von Alkalien
auf 7 Siauregrade (Soxhlet) gebracht, d. h. normal gemacht, so tritt
die Unterscheidung geniigend scharf hervor. Fiir Magermileh, Rahm
und Molke gilt das von der VollmilchGesagte. Die Versuchsansteller
erkliren endlich ihr Verfahren fiir billiger als die von Storch vorge-
schlagene Paraphenyvlendiaminreaktion.

Storch?) hat das Jodkalium schon vor du Roi und Koehler versucht.
Nach seiner Auffassung ist die Methode bei gewisser Vorsicht wohl
brauchbar, doch verwirft er sie wegen der leichten Zersetzlichkeit der
Jodkaliumstiarkelosung. Durch Zusatz von !/,,-Normalhyposulfitlosung
zum Jodkaliumstirkckleister (1 Tropfen auf 50 ccm) werde letzterer
haltbarer gemacht bezw. freigewordenes Jod wieder gebunden.

Siegfeld®) schreibt: Die Jodkaliumstirkelosung hat den prinzi-
piellen Fehler, dass sie auch ohne Anwesenheit von Milch durch Wasser-
stoffsuperoxyd zersetzt wird. Trotzdem ist sie brauchbar, wenn man
der Milch nicht mehr als 1 % ihres Volumens an 1%igem Wasserstoff-
superoxyd zusetzt. Vorziige vor der Storch’schen Reaktion hat die da
Roi-Koehler’sche nicht .

Utz*) priifte ebenfalls das Verfahren nach und hebt die Wichtig-
keit der Konzentration des Wasserstoffsuperoxydes hervor. Letzteres
ist zu untersuchen, ob es nicht schon an sich mit Jodkaliumstarke-
kleister eine Blaufirbung gibt. Stirkere Konzentrationen als von
0,1 % sind zu vermeiden. Desgleichen ist nur auf Firbungen, welche

1) Storch. cit. n. Ref. Centralbl. f. Agrik. Chem. 1898, 712.

?) Storch. Milehztg 19(;;;. lSl.I 1903, 792

3) Siegfeld. Molk.-Ztg. Hildesheim 1903, 792. 3

‘; Ultef iiilchztg. lﬁ)lfz. Nr. 10, desgl 1903, 291; ecf. anch Chem. Ztg. Coithen

1903, 300.
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innerhalb 5 Minuten entstehen, Riicksicht zu nehmen, da bei lingerem
(stundenlangem) Stehen auch in gekochter Milch allmiihlich der Re-
aktion #hnliche Farbenerscheinungen auftreten. Zur Aufbewahrung
und Herstellung des Jodkaliumstirkekleisters empfiehlt Utz den
Apparat und die Angaben von Soltsien’) : Ein gerdumiger Erlenmeyer-
kolben wird mit einem Stopfen verschlossen, durch den ein nach unten
gebogenes Glasrohr von etwa 10 mm Weite hindurchgeht. In dem
Kolben wird der Jodkaliumstirkekleister bereitet, durch Kochen ste-
ril gemacht und das Rohr an der Ausflusstelle mit Watte verschlossen.
Nach Entfernung der letzteren kann nun durch vorsichtiges Neigen und
Wiederaufrichten des Kolbens die zur Reaktion benétigie Menge der
Fliissigkeit ausgegossen werden, ohne dass Staub und mit ihm Keime
in das Innere des Gefisses gelangen. Der Stirkekleister bleibt auf diese
Weise sehr lange haltbar, nach den Befunden Soltsiens sogar bis zu 7
Monaten. — Bei spiteren Versuchen machte Utz noch die Erfahrung,
dass mit Rhodanammonium versetzte Rohmilech die Jodkaliumstirke-
reaktion versagt und demgemiiss irrtiimlich fiir erhitzte befunden
werden kann. '

Arnold und Mentzel?) bezeichnen die du Roi-Koehler’sche Re-
aktion als empfindlich. Sie bemiingeln aber, dass infolge der Ein-
wirkung des Wasserstoffsuperoxydes auf Jodkalium auch in gekochter
Milch nach kurzer Zeit eine Blaufirbung durch Jodausscheidung zu-
stande kommt.

8. Das Schardinger’sche Verfahren.5)

Tm Gegensatz zu den bisher angefiihrten, auf Oxydationsvorgingen
beruhenden Farbenreaktionen verwendet Schardinger die Reduktions-
kraft ungeniigend erhitzter Milch gegeniiber alkoholischer Methylen-
blau- resp. Methylenblauformalinlésung. Es sind erforderlich:

1. eine Methylenblaulosung (M), hergestellt aus einem Gemisch
von b ccm gesittigtem alkoholischem Methylenblau 4 5 cem Formalin
+ 195 cem dest. Wasser;

2. eine Methylenblau-Formalinlosung (FM), bestehend aus 5
cem  gesittigtem alkoholischem Methylenblau 4 5 cem  Formalin
+ 190 cem dest. Wasser.

Kine Verinderung in der Zusammensetzung und der Wirksamkeit
dieser Losungen tritt nach Schardinger auch bei lingerem Stehen nicht
ein, denn sie erwiesen sich nach 8 Monaten gerade so brauchbar wie bei
den ersten Versuchen.

Anstellung der Probe.

Te 20 cem Milch werden in hohen, engen Reagensgldsern mit 1 cem
M resp. FM gefirbt und in ein Wasserbad von 45 bis 50° gestellt.

a. Von zwei Proben roher frischer Milch wird FM in kurzer Zeit
(etwa 5 bis 10 Minuten) entfiirbt, wiahrend M gefirbt bleibt.

') Soltsien. Pharm. Ztg. 1897, 2493.

) Arnold und Mentzel. Zeitsehr. f. Fleisch- u. Milchhygiene. cit. n. Milehatg.
1902, 247.

%) Schardinger. Mitieilungen a. d. k. k. allgem. Versuchsanst. f. Lebensmittel
i. Wien. cit. n. Molk.-Ztg. Berlin 1902, 614: Milchztg. 1903, 129; Chem. Ztg. Cothen
1904, 704. cf. auch Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- und Genussm. 1902, 1113.
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b. Von dlterer, d. h. sduernder aber noch nicht geronnener Milch
wird FM stets, M manchmal entfirbt, je nach der Hohe des Siure-
grades. Je niher die Milch der Gerinnung (durch Kochen) steht, um
go rascher wird gewohnlich eine mit M gebldute Probe reduziert.

c. Proben von gekochter Milch entfirben weder F M noch M.

Die Entfarbung, d. h. der Uebergang des Methylenblaues in das
farblose Leukomethylen erfolgt allmihlich, und zwar in einer schon
nach kurzer Zeit bemerkbaren, von unten heraufsteigenden Abnahme der
Blaufirbung. Der Uebergang der blaulich-weissen Farbe am Schlusse
des Prozesses in weiss vollzieht sich dagegen meist plétzlich. Die
oberste einige mim starke Fliissigkeitsschicht bleibt blau. Beim Mischen
der entfirbten Proben mit Luft stellt sich die Blaufiarbung schnell
wieder her; die Reduktion im Wasserbade vollzieht sich nunmehr in
viel kiirzerer Zeit. Diese erneuerten Entfirbungen finden auch bei
gewohnlicher Zimmertemperatur statt, jedoch ist die Zeitdauer einc
ungleich grossere. Fordernd fiir die Entfarbung erweist sich neutrale
oder schwach alkalische Reaktion der Milch, hemmend — ausser Er-
hitzung — die Verdiinnung mit Wasser. Wird eine freiwillig ge-
ronnene Milch mit etwas Kalkmilch alkalisch gemacht und mit M')
gefirbt, so tritt innerhalb kurzer Zeit Entfarbung ein; die Zeitdauer
fiir diese ist von der Stiarke der Alkalitdt abhingig. Bleibt eine der-
artig entfarbte Probe einige Zeit bei Zimmertemperatur stehen, so zeigr
sich eine interessante Schichtentfarbung: auf die untere weisse folgt
eine schmale blaue und auf diese eine rote Schicht, bestehend aus Fett,
die sich in Aether mit roter Farbe 16st. Durch Zusatz von Essigsdure
oder durch freiwillige Gerinnung der Milch erhaltenes Serum. #usserst
in saurem Zustande keine reduzierende Wirkung, wohl aber wenn ex
alkalisch gemacht wird. Freie Siuren, organische wie anorganische,
scheinen auf die reduzierenden Substanzen eine hemmende resp. zer-
storende Wirkung auszuiiben.

Beziiglich der Entfirbung von mit Methylenblau allein gemischter
Milch, welche erst in einem Stadium intensiveren bakteriellen Lebens
vor sich geht, gibt Schardinger zwei Moglichkeiten an:

1. durch die in der Mileh angesiedeltcn Mikroben wiirden aus dem
Milchzucker oder aus den Eiweisskorpern Stoffe mit reduzierenden Ei-
genschaften gebildet,®) welche den Zusatz von Formaldehyd in diesem
Stadium unnotig machten. Dafiir sprichen die Versuche Farn-
steiners,®) der in siuernder Milch die Bildung aldehydartiger Korper
nachgewiesen habe. Bei der Probe kinnte anstelle des Formaldehyds
auch Acetaldehyd angewendet werden.

2. Andererseits sei eine Entfirbung durch die Mikroben selbst
resp. durch ihr ,lebendes Protoplasma denkbar. Schardinger neigt
auf Grund der eigenen Versuche der letzteren Auffassung zu.*)

1 Dasselbe fand spiiter Utz auch bhei FM bestitigt.

%) Schardinger hat ansserdem bemerkt: in alkalischer freiwillig gesiuerter
Mileh hatte man mit der Auwesenheit von Glycose zu rechnen, die durch bakterielle
Titigkeit aus der Lactose entstanden sein konnte und fiir sich schon eine reduzierende
Wirkung auf das Methylenblau iussern wiirde.

%) Farnsteiner. Forschungsberichte iiber Lebensmittel 1896, 3, 363.

4 cf. auch Rep. 23 z. (hem.-Ztg. Cloethen 1903,
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R. W. Randnitz') bestreitet die Neuheit der Schardinger’schen
Reaktion unter dem Hinweis, dass diese Vorginge bereits 1897 vou
Vaudin®?) am Indigo und 1900 von Neisser und Wechsberg?) am
Methylenblau beobachtet worden seien. Hierzu erwidert Schardinger,
}(liass genannte Befunde mit den seinigen nur entfernte Aehnlichkeit
dtten. )

Siegfeld') bestitigt die Resultate Schardingers, hilt aber das
Verfahren fiir zu umstindlich und die Farbenunterschiede fiir zu
gering. Schardinger gibt eine gewisse Umstindlichkeit zu, hebt da-
gegen die Sicherheit der Reaktion hervor und erklirt die Unterschiede
fiir ein normales Auge als deutlich genug.

Utz®) machte die Beobachtung, dass die Reaktion im allgemeinen
nur dann eintrat, wenn die Milch frisch war oder nur kurze Zeit go-
standen hatte, wiahrend bei dlterer Milch die Entfirbung auszubleiben
pflegte resp. in solchen Fillen auch dann nicht erfolgte, wenn die Ge-
mische mit den Farbstofflosungen 1 bis 2 Tage bei der angegebenen
Temperatur stehen blieben. Aus verschiedenen Angaben Schardingers,
insbesondere, dass sich neutrale oder schwach alkalische Reaktion der

.Milch fordernd fiir den Eintritt der Entfarbungserscheinungen erweist,

folgerte Utz, dass die Milch alkalisch reagieren miisse, und versetzte alle
jene Proben von ungekochter Milch mit verdiinnter Kalkmilch. Er
erhielt dann ausnahmslos die Reaktionen sowohl bei F M wie bei M.
Er konstatierte solche jedoch stindig auch bei gekochter Milch, als er
diese alkalisch machte. Alle anderen Beobachtungen Schardingers
fanden bei den Utz’schen Versuchen ihre Bestitigung. Wie weiterhin
Utz auseinandersetzt, hitte Schardinger, der den Schwefelwasserstoff
als Ursache der Entfarbungen aufgefasst hat, an jene Eiweisskorper
bezw. Gruppen von Eiweissstoffen gedacht, welche schon bei gewohn-
licher Temperatur dieses Gas leicht abspalteten. Letztere Ansicht sei
aber experimentell noch nicht bewiesen worden, und der Nachweis von
Schwefelwasserstoff in frischer ungekochter Milch bislang nicht
gegliickt. Die reduzierende Wirkung sei vielmehr auf den Milchzucker
zuriickzufiithren, weil die Reaktion mit Methylenblau nicht nur bei
unerhitzter, sondern auch bei gekochter und hierauf alkalisch gemachter
Milch zustande komme, und in letzterer der Milchzucker unzersetzt ent-
halten sei. — In der Erwiderung hierzu bezeichnet Schardinger die aus
seinem Referat von Utz gemachte Folgerung, dass die Milch zur An-
stellung der Probe alkalisch reagieren miisse, als ein Missverstindnis.
Der Milchzucker sei nicht das entfirbende Agens; denn sonst miisste die
Methylenblaulésung von ganz frischer Milch ebenfalls reduziert
werden,®) weil diese ja auch Milchzucker enthalte.

Nach Rullmann®) lisst sich die Schardinger’sche Methylenblau-

1) Raudnitz. cit. nach Utz, cf. ferner Schardinger Chem. Ztg. Coethen 1904, 704.

?) Vaudin. Rép. de Pharm. 1897, (3) 9, 538 und .

%) Neisser und Wechsberg. Miinchen. mediz. Wochenschr. 1901, Nr, 37; beide
cit. n. Smidt, Referat Molk.-Ztg. Berlin 1905, 208 (Hygien. Rundsch. 1904).

) Siegfeld. cit. n. Chem. Ztg. Coethen 1904, 704.

%) Utz. Milchztg. 1903, 129.

) d. h. ohne dass die frische Milch alkalisch gemacht wird. Anm. d. Verf.”

"} Rullmann. Zeitschr. f. Untersuchung der Nahrungs- u. Genussm. 1904, cit,
n. Molkerei-Ztg. Berlin 1904, 137. .

4
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Formalinlosung mit gutem Erfolge verwenden, doch zieht er die Guajak-
- probe mit Wasserstoffsuperoxyd und die Reaktion mit Paraphenylen-
diaminchlorhydrat vor.

Weiterhin hat- sich noch Smidt!) eingehend mit der Schar-
dinger’schen Reaktion beschiftigt. Die Anwendung der letzteren ist
nach seinen Versuchen ausgeschlossen, wenn alkalische Zusitze in der
Milch vorhanden sind, da in derartigen Fillen schon Milchzucker allein
die Reduktion des Methylenblaues hervorrufen kann. Die Entfirbung
der Methylenblaulosung wird begiinstigt durch einen geringen For-
malinzusatz (Losung II (FM) von Schardinger), dagegen unterdriickt
durch starkeres Erhitzen resp. Kochen der Milch, sowie durch schwache
Zusitze von Blausdure oder durch hohere Gaben von Formalin zu der
Mileh. Hinsichtlich der Stirke des Pasteurisierens verhalt sich die
Methylenblau-Formalinlésung bei ein und derselben Milch folgender-
massen :

Die Entfiarbung trat noch ein, nachdem die Milch

10 Minuten
20 auf 70°
30

sowie 10 ,, auf 756°

pasteurisiert worden war; die Reduktion erfolgte dagegen nicht mehr
in der

38 Mm’t’lten , auf 75°
sowie 10

20 ’ auf 78°

3,

erhitzt gewesenen Milch. Nach Smidt ist die Schardinger’sche Re-
aktion nicht auf die Tatigkeit von Bakterien zuriickzufiihren.?) Da-
gegen spricht der relativ hohe antibakteriell wirkende Formaldehyd-
gehalt und die Schnelligkeit der Entfirbung. Es diirfte sich vielmehr
um die Wirkung eines Fermentes handeln, das als Katalysator die redu-
zierenden Eigenschaften des Formaldehyds vermittelt. Da auch
anderc Aldehyde, z. B. Acetaldehyd, in &hnlicher Weise die
Reaktion unterstiitzen, wie Formaldehyd, so bezeichnet Smidt dieses
Ferment als , Aldehydkatalase“. Ferner gibt er an, dass der beim
Centrifugieren frischer Milch erhaltene Rahm die Schardinger’sche
Reaktion deutlicher erzeugt als Vollmilch, wihrend Magermilch die
Fshigkeit hierzu ganz verloren hat. Die Katalase geht also in den
Rahm iiber. Im Gegensatze dazu ist die Oxydase in der Magermilch
enthalten (Guajakolprobe = stark orangerot), wihrend sie in dem
Rahm fehlt (Guajakolprobe = schwach gelb). Katalase und Oxydase
hemmen sich gegenseitig in ihren Wirkungen, denn

1) Smidt. Hygienische Rundschan 1904. cit n Buttenberg. Molk.-Ztg. Berlin
1906. Nr. 19 u. 20; ferner n. Milchw. Centralblatt Jahrg. 1. H. 2.

) of. P. Buttenberg: ,.Zur Untersuchung der pasteurisierten Milch.* Ref.
Molk. Ztg. Berlin 1906, Nr. 19 u. 20.
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a) Magermilch 4+ Rahm = schwichere Oxydasereaktion;
b) Magermilch + gekochte Milch (Katalase in letzterer zer-
stort) — stirkere Oxydasereaktion;
¢) Rahm + Magermilch = schwichere Reduktion;
d) Rahm -+ gekochte Milch (Oxydase in dieser zerstort) =

stairkere Reduktion.

4*
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Anhang.

Die oxydierenden Fermente in der Milch.

. Nach den Angaben der aufgefiihrten Autoren und Versuchsansteller
sind als Ursache der auf Oxydation beruhenden Farbenreaktionen die
in pflanzlichen wie in tierischen Siften und auch in der Milch ver-
breiteten oxydativen Fermente, die sogenannten ,,Oxydasen‘ anzusehen.
Unter diesen werden von Bourquelot!) zwei Gruppen unterschieden:

1. Die direkten Oxydasen oder Aeroxydasen. Sie entnehmen d2n
Sauverstoff stets aus der Luft und iibertragen ihn auf die oxydierbaren
Sull)stanzen (Guajaktinktur). Diese Fihigkeit geht durch Erhitzen
verloren.

2. Die indirekten Fermente oder Anaeroxydasen. Diese geben bei
Luftzutritt mit Guajaktinktur keine Blaufirbung, sondern reagieren
erst bei Gegenwart eines Vermittlers, z. B. Wasserstoffsuperoxyd, aus
welchem sie den Sauerstoff zur Oxydation entnehmen konnen. Wie der
Name ,,Anaeroxydasen“ besagt, findet die Oxydation sogar bei Ab-
wesenheit von Luft statt. Auch die indirekten Oxydasen werden beim
Erhitzen unwirksam.

Babeock, Russel und Vivian?) zeigten, dass das von ihnen in der
Mileh gefundene Enzym, die ,Galaktase®, ein dem Trypsin @hnlicher
Stoff ist, welcher Wasserstoffsuperoxyd zersetzt und diese Eigenschaft
bei 80° einbiisst.

Barthel gibt an, dass die Galaktase das einzige unter normalen
Verhiltnissen in der Milch vorkommende Ferment ist, das Wasserstoff-
superoxyd zersetzen kann. Dieses Enzym entstammt seiner Ansicht nach
den Leukocyten oder weissen Blutkorperchen, bezw. es wird von diesen
abgesondert.

Raudnitz?) fubrt die katalytische Wirkung der Milch auf ein
besonderes, von ihm als ,,Superoxydase“ bezeichnetes,Enzym zuriick,
dessen Wirkung durch Rhodansalze gehemmt wird. Dieses Ferment
zersetzt Wasserstoffsuperoxyd und unterscheidet sich von dem die
Guajakreaktion hervorrufenden Stoff wesentlich durch sein anderes
Verhalten gegen Fillungsmittel.

0. Loew*) wies Wasserstoffsuperoxyd zersetzende Enzyme in ver-
schiedenen pflanzlichen und tierischen Organen und Fliissigkeiten nach
und belegt sie mit dem Sammelnamen ,,Katalase. Mit dieser erklirt

1) Bourquelot. cit. n. Neumann-Wender. Molk.-Ztg. Berlin 1903, 62 und n
Milchztg. 1904, Nr. 26,

%) Babeock ete. n. Molk.-Ztg. Berlin 1900, 113; cf. auch Barthel, Milchztg.
1899, 487 u. Utz, ebenda 1903, 129.

) Randnitz. Zeitschr. f. Biologie 1901, 40, 91 cit. n. Neumann-Wender Molk.-
Zsg. Berlin 1903, 63.

4) 0. Loew. Report. 68. U. 8. Dept. of Agr. 1901 cit. n. Neumann-Wender;
¢f. auch Juhresber. f. Agrik. Chemie 1902, 394,

A




53

er die Raudnitz’sche Superoxydase fir identisch. Die Wirkung der
Katalase unterscheidet sich nach seinen Untersuchungen von jener der
Anaeroxydase wesentlich dadurch, dass erstere nur Peroxyde zu spalten,
letztere aber den von den Peroxyden abgespaltenen Sauerstoff auf leicht
oxvdierbare Korper zu iibertragen vermag, somit Oxydationen bewirkt.

Nach Seligmann’) gibt es drei Arten von fermentativer Reaktions-
moglichkeit :

1. Die Fihigkeit, Hyperoxyde in Wasser und Sauerstoff zu spalten.
Sie beruht auf der Titigkeit eines Enzymes, das mit Raudnitz ,,Super-
oxydase“ genannt wird.

2. Die Fihigkeit, den Sauerstoff der Luft zu aktivieren, sodass
er mit oxydierbaren Kirpern Verbindungen eingeht. Sie beruht auf
der Wirksamkeit eines Enzymes, das »Oxydase“ genannt wird.

3. Die Fihigkeit, nur bei Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd
diese Oxydation auszulésen: ,,indirekte Oxydase®.

Die genannten Fermente kommen in der Milch vor und zeigen, wie
alle Enzyme, die Eigenschaft, durch Hitze inaktiviert zu werden.

Neumann-Wender?) gelang es zwar nicht, den ,,aktiven Korper,
der in der Milch nur in sehr geringen Mengen vorkommt, zu isolieren,
jedoch beschiftigte er sich eingehend mit einer nach den Angaben von
Babcock, Russel und Vivian dargestellten konzentrierten Losung der
Enzyme. Seinen Forschungen gemiss ist die Galaktase kein ein-
heitlicher Korper, sondern besteht aus mehreren vergesellschaftet vor-
kommenden Enzymen, welche in verschiedener Weise tiitig sind und bei .
verschiedener Temperaturhdhe ihre Wirksamkeit einbiissen. Diese
Enzyme sind:

1. Das Milchtrypsin oder die Galaktase. Sie besitzt proteolytischo
Eigenschaften, wirkt auf Kasein losend und wird bei 76° inaktiviert.

2. Die Milchkatalase. Diese zersetzt Wasserstoffsuperoxyd und
verliert die Fihigkeit hierzu beim Erhitzen auf 80°.

3. Die Milchperoxydase. Sie ist eine Anaeroxydase, spaltet Sauer-
stoff aus Peroxyden ab und vermag ihn auf oxydierbare Korper zu
iibertragen. Dieses Enzym wirkt oxydierend und gibt mit Guajaktinktur
und Wasserstoffsuperoxyd eine Blaufirbung. Es wird erst bei 83°
unwirksam.

Ueber die Entstehung der Guajakbliuung bemerkt Neumann-
Wender in seinem Referat ,Der Mechanismus der Guajakreaktion‘)
noch folgendes: ,,So wissen wir, dass fiir das Zustandekommen der
Guajakreaktion nicht allein ein katalytisch wirksames Enzym erforder-
lich ist, welches das Hyperoxyd spaltet, sondern noch ein besonderes
Enzym, welches den freigewordenen Sauerstoff auf die Guajakonsiure
iibertriigt und die Reaktion vermittelt. Bei Abwesenheit dieser als
Zwischenkorper (Amboceptor) fungierenden Peroxydase bleibt die
Blaufirbung der Guajaktinktur aus.‘

!) Seligmann. Zeitschr. f. Hygiene u. Infektionskrankh. 1905, Bd. 50, Heft 1.
¢. n. Milchw. Centralbl. 1906, Nr. 1.

3) Neumann-Wender. Molk.-Ztg. Berlin 1903, 63.

5) Qesterr. Chem. Ztg. 1904. 7. 633. cit. n. Chem. Ztg. Coethen 1905. Nr. 44.
(vergl. hierzu S. 21 u. 22 ff). .
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Der Guajakreaktion wire hiernach folgender, der Storch’schen,
Utz’schen, Dupouy’schen etc. Reaktion analoger Vorgang zu Grunde
zu legen:

Aus den in reifer Guajaktinktur infolge der Autooxydation ent-
haltcuen Peroxyden!) — an deren Stelle bei nicht reaktionsfiahiger
Tinktur ein Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd zu treten hitte — wird
durch fermentative Wirkung Sauerstoff abgespalten. Dieser wird
weiterhin auf enzymatischem Wege auf die o« = Guajakonsiure iiber-
tragen, hierdurch die Oxydation derselben und somit die Blaufirbung
bedingt. (Anm. d. Verf.)

') vergl. S. 21, 22 u. 18.
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I1. Teil.
Eigene Befunde.

Allgemeine Bemerkungen &iber die Anstellung der Versuche.

Von den geschilderten Reaktionen wurden folgende in den Kreis
meiner Versuche gezogen und beziiglich ibrer Schirfe verglichen :
. Die Guajakringprobe nach Arnold-Weber.
. Das Guajakverfahren von Carcano.
. Die Paraphenylendiaminreaktion nach Storch.
. Das Storch’sche Verfahren in der Abinderung von Schaffer.
. Die Ursolprobe von Utz unter Verwendung von
a) der vorgeschriebenen alkoholischen Ursollésung nebst
a. Utz’schem Wasserstoffsuperoxyd,
B. festem und gelostem Ammoniumpersulfat,
». festem Kaliumperkarbonat;
b) Ursol D und Kaliumperkarbonat in Substanz.
. Das Verfahren von Richmond mit Metaphenylendiamin.
. Die Storch’sche Reaktion mit Dimethylparaphenylendiamin.
. Versuche mit Metadiamidobenzol.
. Von den Reaktionen nach Dupouy: das Guajakol, Hydrochinon,

O\ O3 DO

D>

Brenzkatechin, & = Naphtol und Paraphenylendiamin; zu ihnen

wurde noch das Pyrogallol hinzugesellt.
). Das Jodkaliumstirkeverfahren, und zwar
a) nach der du Roi-Koehler’schen Vorschrift,
b) in der Modifikation von Utaz.
11. Die Schardinger’sche Methode.

Die Arnold-Mentzel'schen Reaktionen mit Paradiaethylparapheny-
lendiamin und Paradiamidophenylaminhydrochloricum habe ich nicht
beriicksichtigt, da nach Angabe der Autoren die Losungen nur kurze
Zeit sich halten und weil, wahrscheinlich aus den gleichen Griinden,
eine Nachpriifung bislang nicht erfolgt ist.

Weiterhin wurde bei allen jenen Methoden, die eine Anwendung
weniger Tropfen stark verdiinnter Wasserstoffsuperoxydlosung er-
forderten, die letztere ofters erneuert. Ihre Scharfe wurde in der Weise
pachgepriift, dass im Reagensglischen ein wenig Kaliumdichromat mit
einigen Tropfen verdiinnter Schwefelsiure angesiuert und mit etwas
Wasserstoffsuperoxyd gemischt wurde. Die Wirksamkeit der Wasser-
stoffsuperoxydlosung kennzeichnet hierbei eine von entstehendem Ueber-
chromssureanhydrit herriihrende Blaufarbung, welche durch vorher-
gehenden Zusatz von etwas Aether ausgeschiittelt werden kann.

Um ein moglichst klares Bild von der Brauchbarkeit und der
Schiirfe der angewandten Reagentien gegeniiber der zu priifenden Milch
zu bekommen, wurde diese in der verschiedenartigsten Beschaffenheit
und in verschiedenen im Handel vorkommenden Fahrldssigkeiten und
Filschungen untersucht. Es wurden gepriift:

1
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A, Rohe und gekochte Milch, und zwar wurde stets vor Beginn
dieser Versuche, nach kriftigem Durchmischen der Milch, ein Teil von
ihr lingere Zeit der Siedetemperatur ausgesetzt bezw. zum o6fteren Auf-
wallen gebracht.

B. Rohmilch mit geringeren und starken Wasserzusiitzen, ebenso
gekochte mit einer stirkeren Wassermenge verdiinnte Milch.

C. Sterilisierte Milch, indem rohe Milch im Autoklave einem Druck
von 0,5 Atmosphédren (= ca 111°) auf die Dauer von etwa 15 Minuten
ausgesetzt und darauf schnell abgekiihlt wurde. Stirkere Temperaturen
wurden vermieden, da die infolge ihrer Einwirkung entstehendc
Bridunung die Zersetzung der Milchsubstanz kennzeichnet, wie auch
einc derartige Milch fiir den Konsum kaum in Betracht kommen diirfte.

D. Pasteurisierte Milch (vor dem Erhitzen als roh!) erkannt),
welche, zur Vermeidung stirkeren Wachstums lebend gebliebener
Bakterienarten bei ihrer Vermehrung giinstigen Temperaturen (35
bis 87°), nach dem Erhitzen sofort auf 15° abgekiihlt wurde. Bei den
einzelnen Pasteurisiertemperaturen (nach Kirchner, Stohmann zwischen
65 bis 100°) wurde teilweise auch eine verschiedene Zeitdauer ihrer -
Einwirkung innegehalten, insbesondere bei jenen Temperaturhghen,
von welchen ab die einzelnen Reaktionen eine Trigheit im Eintrittc
bemerken liessen, oder die Firbung in verminderter Schirfe sich offen-
barte. Da die gebriuchlichen Pasteurisierapparate in stiirkerem oder -
geringerem Grade ungenau zu arbeiten pflegen, und da ihre Anwendung
fiir die zur Untersuchung erforderlichen nur geringen Milchmengen zu
kostspielig erschien, wurde das Pasteurisieren in folgender Weise aus-
gefithrt: Die Milch wurde in einem entsprechend grossen Erlenmeyer-
kolben in ein gerdumiges vorgewiirmtes Wasserbad gestellt, und letzteres
durch eine darunter befindliche Bunsenflamme, wie auch durch cine
um den Erlenmeyerkolben gewundene und mit einem Dampfentwickler
in Verbindung stehende Heizschlange erhitzt. Zur Beobachtung der
zunehmenden Erwirmung der Milch diente ein, im Halse des Kolbens
befestigtes und in die Milch hineinragendes, genau gepriiftes Thermo-
meter. Durch Regulierung der Flamme unter dem Wasserbade und
unter dem Dampfentwickler liessen sich selbst fiir lingere Zeit kon-
stante Temperaturen herstellen, wie andererseits durch héufiges Um-
schiitteln eine gleichmissige Erwiirmung der Milch erzielt wurde.

Finige gekochte, wie dic Mehrzahl der pasteurisierten nicht die
Reaktion gebenden Milchproben wurden teils offen teils in kleinen, mit
Wattebausch verschlossenen, sterilen Erlenmeyerkslbchen im Keller
beiseite gestellt. Iierdurch wurde etwaigen wirkungsfihig gebliebenen
Enzymen und Keimen Gelegenheit zum Auswachsen geboten, und dann
pach Verlauf von Stunden und Tagen die in Frage kommende Milch
beziiglich ihres Verhaltens zu den einzelnen Reagentien wiederholt,
nachgepriift.

E. Mischmilch, hergestellt aus gekochter bezw. geniigend pasteu-
risierter abgekiihlter Milch und stirkeren wie geringeren Rohmilch-
zusitzen. Die nicht reagierenden Proben wurden chenfalls in der oben
erwiihnten Weise fiir zu wiederholende Versuche zuriickgestellt.

) meist durch die Gunjakringprobe, ferner anch durch die Storch’sche.
Utz'sche und die Guuyjakolprobe.
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F. Magermilch, sowohl rohe wie bis zum Ausbleiben der Reaktionen
pasteurisierte; desgleichen gekochte Magermilch. Ebenso gelangten
Gemische aus geniigend erhitzter und kleineren Mengen roher Mager-
milch zur Priifung.

(+. Rahm, in rohem Zustande und nach dem Erhitzen bis zum Ver-
lust des Reaktionsvermogens.

H. Buttermilch, sowohl vollkommen rohe, wie nach ungeniigendem
und starkem Erhitzen.

J. Molke, und zwar

a) Molke von roher, pasteurisierter und gekochter Voll- und
Magermilch;

b) Molke aus den Gemischen stark erhitzter mit roher Voll-
mileh, wie geniigend erhitzter mit roher Magermilch;

¢) nachweislich rohe Molke nach ihrem Erhitzen auf hohere
Grade sowie auch bis zur Kochtemperatur, und weiter in
nicht reaktionsfahiger Beschaffenheit nach Zusitzen des
rohen Produktes.

Auch mit Hilfe von Essigsiure und schwachem Erwirmen her-
gestellte Molke wurde beriicksichtigt. —

Alle zur Untersuchung gelangende Milch wurde vor Entnahme
der fiir die Reaktionen erforderlichen Proben kraftig durchmischt.

1. Die Guajakringprobe.

Infolge der vielfachen Bedenken, die iiber die Zuverlassigkeit der
Guajakimischprobe laut geworden sind, und weil auch bei den eigenen
Vorpriifungen dieMischreaktion sowohl anSicherheit wie namentlich an
Intensitat und Haltbarkeit der Schichtreaktion deutlich nachstand, habe
ich bei den vorliegenden Versuchen lediglich die Guajakringprobe ange-
wandt. Von der gleichzeitigen tropfenweisen Zugabe von Wasserstoff-
superoxyd wurde im allgemeinen abgesehen, denn es liegt gerade in dem
Eintritt der Reaktion ohne dieses energische Oxydationsmittel der Vor-
zug des Guajakverfahrens vor den anderen Methoden. Nur bei nega-
tivem Ausfall der Priifung, und hier namentlich bei Gemischen aus
erhitzter und geringen Mengen roher Milch, habe ich derartigeVersuche
zur Geniige angestellt.

Die benutzten Tinkturen, thre Anfertigung und Aufhewahrung.

Abgesehen von 10 fertig erstandenen Guajakholz- und Guajakharz-
tinkturen, die in erster Linie zu vergleichenden Versuchen dienten und
cinigen Aufschluss iiber das kiufliche Material geben sollten, wurden
samtliche Tinkturen fiir die Probe selbst hergestellt; denn nur auf diese
Weise konnte an eine befriedigende Losung teilweise noch zweifelhafter
Fragen herangegangen werden, wie

1. Ist die Guajakholz- oder die Harztinktur zur Milchpriifung
geeigneter ?

2. Ist der kiufliche ca 94 bis 96%ige oder der nach der Phar-
makopde zum Ansatze von Holztinkturen meist verwandte T0%ige
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Alkolhol oder das Aceton das wirksamste Auszugsmittel, und welches ist
das beste Konzentrationsverhaltnis ?

3. Wann werden die Guajaktinkturen reaktionsfiahig, wann sind sie
gebrauchsfertig, und wie lange wihrt ihre Reaktionsfihigkeit ¢

Da die Priifungen iiber die Dauer der Gebrauchsfihigkeit sich auf
Jahre erstrecken, und demgemiiss ihre Ergebnisse in den Rahmen dieser
Arbeit nicht eingefiigt werden konnen, so werden alle nach Abschluss
der Hauptversuche gebrauchsfahigen Guajaktinkturen in dem Land-
wirtschaftlichen Institut zu Konigsberg von Zeit zu Zeit nachgepriift
und hieriiber spiiter an geeigneter Stelle berichtet werden.

Die Tinkturen wurden in Flaschen angesetzt, gut verkorkt und,
um die normalen Verhiltnisse zu wahren, im zerstreuten Tageslicht bei
etwa 18 bis 22° C. gehalten. Von Zeit zu Zeit schiittelte ich die An-
sitze kriftig durch und dekantierte sie in der Regel nach 10, seltener
7 Tagen. Die fertigen Guajaktinkturen werden gleichfalls vor dem
Sonnenlichte geschiitzt aufbewahrt. Insgesamt wurden im Laufe der
Zeit 120 Tinkturen hergestellt und in gewissen Zeitrdumen gepriift.
Nach der Art der Guajaksubstanz, des Extraktionsmittels und der
Konzentration lassen sich diese Guajakausziige folgendermassen ordnen :

A. Holztinkturen.
1. Im Ansatz mit 70°/,-igem Alkohol 1 : 5=64
1 .

” ” ” ) ) ”» 1 10=

b

" ” P T o 1:20= 3
2., »w oy 94 bis 96%,-igem

Alkohol 1 : 5= 2

” ” ” ” ”” ” 1:10= 9

3., ”» ” Aceton 1: b= 6

» " ” ” 1: 10==7

Summa = 96

B. Harztinkturen.

1. Im Ansatz mit 70%,-igem Alkohol 1 : 5=10

” ) ” ) o m 1:10=3
2., 5 94 bis 96%,-igem

Alkobol 1 : 10= 9

3., " " Aceton 1:10= 2

Summa = 24

Um eine genauere Kenntnis iiber die Brauchbarkeit der Guajak-
substanz zu gewinnen, wurde diese von verschiedenen Quellen bezogen.
Zur Anfertigung aufgezihlter 120 Tinkturen wurde daher nicht allein
das Material fast simtlicher Konigsberger Apotheken und vieler
Drogerieen benutzt, sondern auch eine grossere Zahl von Proben aus
Versandgeschiften der verschiedensten Stadte des Reiches beschafft.
Denn, da die Guajaktinktur heute als Medikament eine nur unter-
geordnete Bedeutung hat, pflegt das zu ihrer Herstellung in kleineren
Geschiften kiufliche Material sehr alt zu sein. Infolgedessen ist es
wohl denkbar, dass sich mit den Bestandteilen dieses viele Jahre,
vielleicht Jahrzehnte hindurch lagernden Materials chemische Prozesse
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abgespielt haben konnten, welche in die Tinktur iibergehen und diese
als Milchragens weniger geeignet machen. Dass dieser Umstand fiir
en gros-Geschifte, die ihr Material an die Apotheken und Drogerieen
in stirkerem Masse absetzen, weniger zutrifft, liegt auf der Hand.
Weiterhin ist das Guajakholz leicht erhiltlich, wahrend Guajakharz-
proben am hiesigen Orte nur mit Miihe aufgetrieben werden konnten.

Im ganzen wurden zu den Ansitzen der 120 Tinkturen verwandt

1. an Guajukholz aus Konigsberger Bezugsquellen = 49 Proben.

2. ” von auswiirts =21
Summa = 70 Proben.

3. an Guajakbarz aus Konigsberger Quellen =10 ,

1 5 ” von auswiirts = 3

12
Summa = 13 Proben.

Hiernach ist die Anzahl der Tinkturen grosser als die der Guajak-
proben. Dieses hat seine Ursache darin, dass einige der letzteren unter
Verwendung der oben erwiihnten Auszugsmittel zu mehreren Ansitzen,
namentlich in verschiedenen Konzentrationen gebraucht worden sind.
Denn nur auf diese Weise konnte ein genauerer Aufschluss iiber die
Wirksamkeit des kiuflichen 94 bis 96%igen wie des T0%igen Alkohols
und des Acetons bei Guajakausziigen und iiber ein zweckmissiges An-
satzverhiltnis erhalten werden.

Zu den 120 hergestellten Tinkturen kommen erwihnte 10 fertig
erstandene Guajakausziige, ferner 29 von 18 unbrauchbaren Tinkturen
bereitete Verdiinnungen hinzu, sodass insgesamt 159 Tinkturen gepriift
wurden, eine Anzahl, wie sie bei der Guajakprobe noch nicht verwandt
worden ist und zu Versuchszwecken vollauf geniigen diirfte.

Die Ausfihrung der Ringprobe und die Beschaffenheit der Reaktion.

Zur Anstellung der Schichtprobe benutzte ich die in Laboratorien
gebriuchlichen Reagensglischen. In der Annahme, dass zum Zustande-
kommen der Reaktion ein gewisser Reichtum an Enzymen erforderlich,
und in dieser Hinsicht die im Laufe der Zeit zur Untersuchung go-
langenden Milchproben als individuell verschieden zu betrachten seien,
wurden die Reagensgliser etwa 10 cem hoch mit Milch gefiillt und in
einem Reagensglasstinder zur besseren Uebersicht neben einander
geordnet. Hierauf wurde mittelst kleiner, und zwar fiir die einzelnen
Tinkturarten besonderer Pipetten ein geringes Quantum Tinktur den
Flaschchen entnommen und direkt auf die Oberfliche der Milchproben
getriufelt, so dass die fallenden Tropfen die Wandung der Reagens-
gliser nicht beriihrten. Durch sanftes Hin- und Herbewegen der
Glischen liess sich die obere Milchschicht mit der Tinktur gut durch-
mischen und der Eintritt der Reaktion in den zur Beobachtung wieder
im Stinder untergebrachten Proben beschleunigen, ohne die Intensitit
und die Haltbarkeit des entstandenen blauen Ringes ungiinstig zu
beeinflussen. Zu Beginn meiner Versuche hielt ich mich zunidchst an
den von Weber empfohlenen Zusatz von 3 bis 4 Tinkturtropfen. Da
ich aber sofort, namentlich mit jiingeren reaktionsfihigen Tinkturen
die Erfahrung machte, dass die blaue Zone haufig ausblieb oder sich
in ihrem Eintritt erheblich verzogerte, wihrend sie auf eine grissere
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Tropfenzahl breit und deutlich erschien, habe ich von Holztinkturen
mindestens 10 bis 12, von Harztinkturen nicht unter 8 und von ganz
frischen Guajakausziigen sogar bis 20 Tropfen hinzugefiigt. Blicb
auch in solchem Falle die Reaktion aus, so wurde iiber letztgenannte
Menge als zu hohen Tinkturaufwand nicht hinausgegangen. Es lassen
sich somit genau bestimmte Normen fiir den Zusatz an Tinktur nicht
aufstellen; vielmehr wiirde je nach dem Grade der Brauchbarkeit der
Tinktur und dem Enzymgehalt der vorliegenden Milch das zur Herbei-
filhrung einer tadellosen Reaktion erforderliche Tinkturquantum stets
verschieden zu bemessen sein. Jedoch halte ich es nach meiner Er-
fahrung fiir notwendig, unter die erwidhnte Anzahl von 12 Tropfen
Holz- und 8 Tropfen Harztinktur in gebrauchsfihigem Zustande nicht
zu gehen, denn bei dieser Menge tritt in jeder der Guajakreaktion
iiberhaupt fahigen Milch die charakteristische Zone sicher geniigend
deutlich ein.

Die Farbe der Reaktion war beim Zusatz frischer Tinkturen aus-
gesprochen griin. Bei zunehmendem Alter der Ausziige zeigte sich ein
Ueberhandnehmen der blauen Niiance, die bei gebrauchsfertigen Tink-
turen einem deutlichen Blau, seltener Blaugriin Platz gemacht hatte.
Ebenso abhingig von der Beschaffenheit der Tinktur und der Milch
zeigte sich die Schnelligkeit, die Breite und die Haltbarkeit der Ring-
reaktion. Mit frischen Tinkturen oder bei stark erhitzter Milch mit
geringen Rohmilchzusdtzen und der zu ihrer Untersuchung nur an-
wendbaren idlteren Tinktur war meist minutenlanges Warten bis zum
Erscheinen einer sehr schmalen Zone erforderlich, wihrend bei jeder
rohen, selbst sauren Milch und gebrauchsfertigen Tinkturen fast durch-
weg in 5 bis 25 Sekunden, selten innerhalb 1 Minute und dariiber, ein
2 bis 5 mm breiter Ring auftrat. Die Zonen ganz frisch reaktions-
fihiger Tinkturen begannen nach dem Erscheinen sofort oder innerhalb
weniger Sekunden zu verblassen. Eine sehr geringe Ilaltbarkeit der
Zonen zeigten in der Regel auch die mit geringen Rohmilchmengen ver-
setzten stark erhitzten Milchproben. Aeltere Guajakausziige riefen in
roher Milch 5 bis 10 Minuten bestindige Firbungen, vollkommen
gebrauchsfertige mindestens 15 Minuten und oft sogar stundenlange
Sichtbarkeit der Zonen hervor.

Die Brauchbarkeit der Guajaktinkturen; insbesondere tber dem

Eintritt der Reaktionsfihigkeit, den Zeilpunkt der Gebrauchs-

fertigkeit und die Dauer der V:rwendba.rkoit der selbsthergestellten
usziige.

A. Die eigenen Ansitze.

Zur Beobachtung der Autooxydation wurden die angesetzten Tink-
turen bis zur Dekantierung meist tiglich, danach in der Regel mit
Zwischenrdumen von 5 bis 10 Tagen so lange mit Rohmilch gepriift,
bis die Breite und Intensitit der entstandenen Blaureaktion jegliches
Bedenken hinsichtlich der Brauchbarkeit der einzelnen Guajaktinktur
ausschloss, und letztere nicht nur zur Erkennung von vollkommen roher
oder nicht geniigend erhitzter siisser Milch, sondern auch von saurer
Milch, Molke und vor allem von Mischmilch geeignet erschien. Wie
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von vornherein anzunehmen war, erwiesen sich die einzelnern Guajak-
proben in ihren Ansitzen verschieden wirksam und der Ein-
tritt der Reaktionsfahigkeit bei den jeweiligen Tinkturen und Auszugs-
mitteln durchaus wechselnd. Sehr giinstig stellte sich das aus grossen
Versandgeschiiften bezogene Material, das vielfach schon innerhalb 5,
spitestens aber mit 14 Tagen reaktionsfihig wurde, wiihrend die An-
sitze der aus den Apotheken und kleineren Drogerieen stammenden
Guajakproben seltener vor dem Dekantieren Anzeichen von Auto-
oxydation gaben. Genau nach einem Jahre seit dem Ansatze der ersten
Tinkturen wurden simtliche Ausziige einer vorliufigen Abschluss-
priifung unterzogen. Hierbei hatten die jiingsten Holztinkturen ein
Alter hvon 615, die letzten Harztinkturen ein solches von 5 Monaten
erreicht.

1. Die Holztinkturen.

Hinsichtlich ihrer Beschaffenheit fiir die Tinkturbereitung liessen
die in grob, fein und quadratisch geschnittenem, ferner in geraspeltem
Zustande und selbst in Splittern angesetzten Holzproben keinerlei Unter-
schiede in ihrer Wirksamkeit erkennen. Desgleichen zeigte gereinigtes
Guajakholz keine Vorziige vor dem ungereinigten Material. Im be-
sonderen wurde iiber die Brauchbarkeit der Guajakholztinkturen fol-
gendes ermittelt:

1. Von 72 Tinkturen aus Guajakholz und 70%igem Alkohol gaben
die Reaktion ’

im Alter von 3 bis 5 Tagen = 28 Tinkturcn oder 38,9 ¢/,

=

T ” 6 , 10 = 9 ” ”» P EET)
I Y] ” 11 ” 156 ” = 18‘ ’ ” 2510 1
”oo» »w 16 29 ”” = 16 ”» w 222
ITEY) w 21, 25 = 1 3y ) 174 )
Summa = 72 “ » 1000 ,,

Somit wurden simtliche Ansitze von Guajakholz und T0%igem
Alkohol reaktionsfahig, hiervon 37 oder 51,4 % bereits innerhalb des
verhiltnismissig kurzen Zeitraumes von 10 Tagen. Beziiglich des Ein-
trittes in die Autooxydation verhielten sich die Ansatzverhiltnisse 1 : 5,
1 :10 und 1 :20 vollkommen gleich. Hingegen fielen die durch die
Tinkturen 1 :20 in den Anfangsstadien ihrer Reaktionsfihigkeit her-
vorgerufenen Firbungen schwicher aus als die Zonen gleichalteriger,
zum Teil aus dem nidmlichen Material hergestellter, stirkerer Kon-
zentrationen. Zwischen den Ansidtzen 1 :5 und 1 :10 konnte hin-
sichtlich des Verlaufes der Autooxydation und der Starke der ein-
tretenden Reaktion kein Unterschied bemerkt werden. Da ferner der
beil 64 Tinkturen nach der Pharmakopée mit 70%igem Alkohol im
Verhiltnis 1 :5 hergestellte Auszug des Guajakholzes sich vollauf
bewihrte, so liegt meines Erachtens zur Bevorzugung der Konzentration
1 : 10 nicht der geringste Grund vor. Vielmehr lasst sich mit Bezug .
auf die grosse Zahl der reaktionsfiahig gewordenen Tinkturen ziemlich
sicher annehmen, dass jede nach der Pharmakopoe angesetzte und etwa
10 Tage zur Extraktion beiseite gestellte Holztinktur innerhalb 3
Wochen starke Zeichen zunehmender Reife gibt. Beim Alter der Tink-
turen von 30 bis 40 Tagen waren die Zonen von geniigender Breite,
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Haltbarkeit und Farbenintensitiit, sodass derartige Ausziige ohne Be-
denken in der Praxis verwandt werden konnen. )
2. Von 11 Holztinkturen in 94 bis 96%igem Alkohol erwiesen sich

reaktionsfihig

im Alter von 10 Tagen

w » g 11 bis 15 Tagen

w n o 16 b_is 20

” » »n 21Dbis26

w n n 26Dbis30

w »wn n 381Dbis3

Summa

0 Tinkturen

”
”
”
”
— "
11 Tinkturen
oder 100 °/,.

Es trat demnach auch bei diesen Guajakholzansiitzen iiberall dic
Autooxydation ein. Ferner zeigten die Konzentrationen 1 : 5 und 1 : 10
hinsichtlich des Eintrittes der Reaktions- und Gebrauchsfihigkeit
gleichfalls keine Verschiedenheit. Indessen bewihrte sich der kon-
zentriertere Alkohol als Auszugsmittel nicht ganz so giinstig wie der
70%ige. Denn obschon von gleichalterigen Ausziigen desselben Guajak-
holzes mit T0%igem wie 94 bis 96%igem Alkohol, in entsprechenden
Ansatzverhiltnissen, einige der letzteren zur selben Zeit oder nur wenige
Tage spiiter die ersten Zeichen von Autooxydation ergaben, fanden sich
auch solche Tinkturen, welche zum Eintritt der Reaktionsfahigkeit
die doppelte Zeit brauchten als die mit 70%igem Alkohol gewonnenen
Ausziige. So reagierte eine Holzprobe in letzterem Auszugsmittel schon
nach 17 Tagen, mit dem konzentrierteren Alkohol dagegen erst im
Alter von 32 Tagen. Hiernach muss von den Holztinkturen in 94 bis
96%igem Alkohol unbedingt ein hoheres Alter fiir die Gebrauchs-
fertigkeit gefordert werden, indem diese erst mit etwa 40 bis 50,
spitestens 60 Tagen gesichert erscheint.

3. Von 13 Holztinkturen in Aceton wurden wihrend der Hauptver-
suche 11 oder 84,6 % mit 25 bis 35 Tagen reaktionsfihig. Eine
Acetontinktur ging iiberhaupt nicht in Autooxydation, auch nicht bei
mehrtigigem Stehen der verschlossenen Flasche im Sonnenlicht, trotz-
dem die aus derselben Holzprobe mit 709oigem wie auch 94—96%igem
Alkohol angefertigten Ausziige — wenn auch in letzterem Falle in
hioherem Alter — durchaus gebrauchsfihig wurden. Die andere, eben-
falls schon als unbrauchbar beiseite gestellte Tinktur wurde im Alter
von 614 Monaten bei der Abschlusspriifung nochmals untersucht und
gab nunmehr eine kriiftige Reaktion. Von simtlichen zur Bereitung
der Acetontinkturen gedienten Holzproben waren auch Ansitze mit
70%igem Alkohol hergestellt worden. Unter diesen erwiesen sich
2 schon im Alter von 2 Tagen, 5 mit 7 Tagen und 6 mnach
15 bis 18tiigigem Stehen reaktionsfihig, also in sehr viel kiirzerer Zeit
als die entsprechenden Acectonansitze. Auch reagierten letstere 1n
jiingerem Alter meist schwicher als die betreffenden Tinkturen in
70%igem Alkohol wilhrend des Anfangsstadiums der Autooxydation.
Es ergibt sich schon aus diesen Vergleichen die geringere Bedeutung
des Acetons als Auszugsmittel zur Geniige, indem unter seiner Ver-
wendung hergestellte Tinkturen erst nach lingerem, sogar bis monate-
langem Stehen reaktionsfihig zu werden pflegen. Wichtiger ist aber
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der Umstand, dass nicht jede — im Ansatz mit Alkohol brauchbare —

Euajakholzprobe auch durch Aceton zur Wirksamkeit gebracht werden
ann.

Hiernach ist es nicht ratsam, selbst in jiingerem Alter reaktions-
fihig gewordene Holzacetontinkturen vor Ablauf von 60 Tagen (seit
dem Ansatz) in Gebrauch zu nehmen, da erst dieses Alter bei
schwiicherem Verlauf der Autooxydation ein geniigend kriiftiges Auf-
treten der Reaktion gewihrleistet.

Auch bei den Holz-Acetontinkturen unterschieden sich die Ansitze
1:5 von jenen 1 :10 hinsichtlich der Brauchbarkeit wihrend der
Hauptversuche in keiner Weise. —

Abgesehen von den wenigen Misserfolgen mit Aceton, ist demnach
die Reaktionsfihigkeit der (Guajakholzansiitze als eine ausserordentlich
giinstige zu bezeichnen. Auch behielten, wie folgende Tabelle zeigt, die
im Laufe der Hauptversuche zur Reife gelangten Holztinkturen ihre
Gebrauchsfihigkeit bis zur Schlusspriifung ausnahmslos bei.

Von insgesamt 96 Holztinkturen waren:

A. Tnmitten der Ver-| B. Bei der Schlusspriifung (1 Jahr
Zahl suche n® d. ersten Tinkturansatz)
. Nicht Nicht
der Ansitze Reaktions- reak- | Reaktions- reak- + od. —reak-
mit fahig tions- fahig tions- tionsfahig

an in | fibig | an in fahig | an in
Zahl | °/, |anZahl] Zahl | °/, |anZahl| Zahl | 9,

a) 70%,-igem §
o ohol =72l 2 ]100] 0 | 72|00 0o f o] o

b) 94 bis 96%,-igem
anedgem W 00| o [ 11 |w0f o | 0| e

T
c) Aceton = 13 1n 84,6 2 12 | 923 1 + 14177

Summa = 96 ||
Hierzu ist zu bemerken:

ad a. Simtliche mit 70%igem Alkohol gewonnenen Holztinkturen
gaben bei der Abschlusspriifung die Reaktion durchaus kriftig. Hier-
bei zeigten sich die jiingsten Tinkturen im Alter von 14 Iahre genau
so wirksam wie die ersten, 12 Monate alten Ansitze, sodass auch ihre
Gebrauchsfihigkeit zum mindesten fiir Jahresfrist und weiterhin fiir
vorliufig noch unabsehbare Zeit gesichert erscheint.

ad b. Die Tinkturen in 94 bis 96%igem Alkohol reagierten gleich-
falls bei der Schlussprobe zu 100 % unveridndert kraftig wie inmitten
der Hauptversuche. Ueberhaupt unterschieden sie sich nach er-
langter gebrauchsfﬁhigkeit hinsichtlich der Beschaffenheit der Re-
aktion von den Guajakholzausziigen des verdiinnten Alkohols nicht.
Fiir die Dauer ihrer Anwendbarkeit gelten demnach die fiir diese Tink-
turen gemachten Bemerkungen. :

ad c¢. Die gesamte Reaktionsfihigkeit der Holzacetontinkturen
hatte sich bis zur Schlusspriifung um 1 zu dieser Zeit 6% Monate
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alte Tinktur (oder 7,7 % der Guajakholz-Acetonansitze), welche inner-
halb der ersten 40 Tage nicht in Autooxydation gegangen war, vermehrt.
Von den Holz-Acetontinkturen 1 : 10 gab eine im Alter von 1 Jahre die
Zonenprobe nur noch schwach und nur auf Zusatz einer grosseren
Tropfenzahl von ihr; andere, 6 Monate alte, riefen ebenfalls schwichere
Reaktionen hervor als gleichalterige Acetontinkturen 1 : 5 und vor allem
die aus denselben Holzproben mit 70 %igem Alkohol gewonnenen Aus-
ziige. Desgleichen war die Haltbarkeit dieser schwiicheren Reaktionen
gering, und letztere nur etwa 5 bis 7 Minuten sichtbar. Die Zonen der
Holz-Acetontinkturen 1 :5 fielen bei dem Schlussversuch noch kriftig
aus. Hiernach kann auch hinsichtlich der Dauer der Gebrauchsfihig-
keit den Ansitzen des Guajakholzes in Aceton im Vergleich mit den
Alkoholtinkturen kein Vorzug nachgewiesen werden.

Die mithin unter den Guajakholzausziigen allein in Betracht
kommenden und fiir die Milchpriifung durchaus brauchbaren Alkohol-
tinkturen haben in gebrauchsfertigem Zustande eine dunkel- bis hell-
braunrote durchscheinende Farbe. Die Holz-Acetontinkturen sind eben-
falls durchscheinend, aber von hellerem, gelbem bis gelbrétlichem Aus-
sehen.

FI. Die Harztinkturen.

Das zur Herstellung der Harztinkturen verwendete Harzmaterial
unterschied sich hinsichtlich seiner Brauchbarkeit in zwei, wesentlich
von einander verschiedene Sorten, nimlich

1. in fertig pulverisiert kaufliches Guajakharz, von griiner bis
griingrauer Farbe, und

2. das Guajakharz ,in massa®, von dunkelgriinbraunem bis griin-
schwarzem, im Bruche rotlichbraunem Aussehen.

Zur Anfertigung oben angefilhrter 24 Harztinkturen dienten ins-
gesamt 13 Harzproben, ndmlich 5 fertig pulverisiert erstandene und
8 Sorten in massa. Letztere wurden zu den Ansitzen im Morser
zerrieben.

Von den 5 verschiedcnen Harzpulvern gelangte nur ein einziges,
welches im Gegensatz zu den vier anderen, unbrauchbaren und dunkel-
griingrau gefirbten, ein hellgriines Aussehen hatte, sowohl im Ansatze
mit 70%igem (1 :5) wie 94 bis 96%igem (1 :10) Alkohol zur Wirk-
samkeit, und zwar die Tinktur des konzentrierteren Alkohols nach
1 Monat, die des verdiinnten dagegen schon in 15 bis 18 Tagen. Let:-
tere Tinktur versagte indes bereits nach 4 Monaten, wogegen der Aus-
" zug mit dem stirkeren Alkohol noch nach 7 Monaten die Reaktion gah
und sich erst nach Jahresfrist als unbrauchbar erwies. Es machte also
auf der einen Seite die aus diesem Harzpulver mit 70%igem Alkohol
gewonnene Tinktur die Autooxydation viel schneller durch, wihrend
sie andererseits die Brauchbarkeit in wesentlich kiirzerer Zeit verlor
als der fragliche Auszug des 94 bis 96%igen Alkohols.

Die Harzproben in massa erwiesen sich samtlich in Tinkturan-
gsiitzen wirksam. Hierbei kann die Konzentration des Alkohols und
das Ansatzverhiltnis bisweilen eine absonderliche Rolle spielen. Denn,
withrend gleiche Guajakholzproben sowohl in dem konzentrierteren wie
auch in dem verdiinnten Alkohol und ohne Riicksicht auf das Ansatz-
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verhiltnis ausnahmslos reaktionsfihig und brauchbar wurden, und sich
auch beim Guajakharze dieses als die Regel erwies, ging von 2 Fiillen
die eine Harzprobe nur mit 94 bis 96%igem Alkohol (1 :10) in
Autooxydation, in 70%igem (1 :5) dagegen nicht; die zweite Harz-
probe zeigte das umgekehrte Verhalten.

Das Aceton wurde, da es sich beim Guajakholz als schlechteres
Auszugsmittel erwiesen hatte, nur bei 2 Harzsorten zur Tinkturbe-
reitung verwandt. Der Auszug der einen Harzprobe (in massa) brachte
es dabei um 3 Tage frither zur Reaktionsfihigkeit als eine aus dem
gleichen Material mit dem 94 bis 96%igen Alkohol hergestellteTinktur,
der andere (aus pulverisiert erstandenem Harze) hingegen ebenso
wenig wie der ebenfalls zu Versuchen damit benutzte 70%ige und
94 bis 96%ige Alkohol.

Schaer!) hat darauf hingewiesen, dass der sogenannte Schweel-
prozess, durch den das rohe Guajakharz des Handels meist gewonnen
wird, Zersetzungen der Iarzbestandteile und hierdurch eine Ve:-
minderung der wirksamen Substanz herbeifiihrt. Hager?) hilt nur das
natiirliche Guajakharz als Ozonreagens fiir geeignet. Nach ihm gibt
natiirliches Harz beim Zerreiben ein hellgraues Pulver, gereinigtes
dagegen ein dunkelbraungraues. Zur genaueren Unterscheidung beider
Harzarten empfiehlt Hager ferner folgende Methoden :

a) Wird ein erbsengrosses Stiick des Harzes im Porzellanschilchen
zu Pulver zerdriickt, zunéchst mit 10 Tropfen Terpentindl, dann
mit 15 Tropfen absolutem Weingeist versetzt und an einem
dunklen Orte umgeriihrt, so zeigt sich natiirliches Guajakharz
von einer gelben Fliissigkeit iiberschichtet, welche an einem
schattigen Orte noch nach 30 bis 40 Minuten keine Verfirbung
aufweist. Bei gereinigtem Iarze fiirbt sich die iiber demselben
befindliche Fliissigkeit nach 1 bis 8 Minuten dunkelblau oder
violettblau.

b) 0,15 g zerriebenes Harz in 5 g absolutem Weingeist gelést und
im Schatten filtriert, gibt eine Losung, welche nach Zusatz von
10 Tropfen Terpentinol bei gereinigtem Ilarze cine dunkle,
nach 1 bis 2 Minuten dunkelblau werdende, bei natiirlichem
eine gelbe, auch nach vielen Stunden und beim Erwirmen gelb
bleibende Mischung entstehen lisst. Ein Harz, welches bei
dieser Probe im Verlauf von 14 Stunde bezw. selbst mach
dem Erwiirmen eine bliuliche oder blaue Farbe erscheinen lisst,
ist entweder durch Wirme oder Sonnenlicht veréndert oder
gereinigtes Guajakharz.

Um zu ermitteln, wie sich das Harzpulver des Handels und das
Guajakharz in massa zu diesen Reaktionen stellt, wurde beiderlei von
den Ansitzen iibriggebliebenes Material der Hager’schen Probe unter-
worfen.

1. Von 4 hinzugezogenen Harzproben in massa hatten 3 nach dem
Zerreiben ein gelbbraunes, 1 ein gelbliches Ausschen. Bei Ausfiihrung

1) Schaer. Forschungsberichte Bd. IIL, p. 5. eit. n. Zink Milchztg. 1903,
Nr. 13 u. 14. ) . ,
%) Hager. Zeitschr. f. Analyt. Chemie 96, 261. cit. n. Pharm. Centralhalle

27, 522.
b
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des ,,Verfahrens a“ zeigte sich unter Verwendung von gereinigtem
aetherischem Terpentindl innerhalb der vorgeschriebenen Beobachtungs-
zeit von einer % Stunde keine Verfarbung der gelblichen bis gelb-
braunen iiberstehenden Fliissigkeiten. Gleich gunstige Resultate
lieferten die mit der — meines Erachtens zweckmissigeren — ,, Methode
b‘ ausgefiihrten Kontrollversuche. Hier hatten die aus dem zerriebenen
Material mit absolutem Weingeist gewonnenen Ausziige bei 3 Harz-
sorten eine hellbraune, bei 1 Harzprobe eine gelbe Farbe. Nach vor-
schriftsméssiger Filtration zeigte sich sowohl mit gereinigtem
aetherischem als auch mit dem gewdhnlichen Terpentingl des Handels
weder innerhalb weniger Minuten und Stunden noch bei ein bis zwei-
tigigem Stehen irgend eine Spur von Reaktion in den an dunklem
Orte aufbewahrten Gemischen.

2. Das dunkelgriine, fertig pulverisiert erstandene und in Tinktur-
ansitzen unbrauchbare Harz lieferte nach dem ,,Verfahren b* mit abso-
lutem Weingeist einen braunen Auszug. Dieser nahm im Gegensatze
zu dem Harze in massa mit dem gewohnlichen, wie auch mit dem
gereinigten Terpentingl in 1 Minute eine griinblaue, innerhalb
5 Minuten in Marineblau iibergehende Firbung an. Leztere hatte nach
Verlauf eines Tages der braunen Farbe wieder I’latz gemacht.

Nach diesen Ergebnissen liegt der Verdacht eines stattgehabten
Reinigungsprozesses vor allem bei dem kauflichen Guajakharzpulver
vor, bezw. kann dasselbe infolge der losen Beschaffenheit und hohen
Alters seine Wirksamkeit allméhlich verloren haben. Das Material in
massa hingegen scheint dem von Ilager fiir Reaktionszwecke ge-
forderten Guajakharz mehr zu entsprechen, wiewohl auch hier einzelne
Lieferungen — nach Aufschriften der Firmen wie ,,Resina Guajaci
extrafein in massa‘ zu schliessen — Misstrauen aufkommen lassen.

Aus der Zahl der angesetzten Harztinkturen erlangten die Reak-
tionsfahigkeit: :

1. Von 13 Ansitzen in 70%igem Alkohol nur 8 oder 61,5 7% dieser
Ausziige, und zwar

im Alter von 1 bis 5 Tagen 5 Tinkturen,
” .y ” 6 ” ]O ” ‘1 ” ?
”» ? ” 15 » 18 12 ‘ ”

Beziiglich der Schnelligkeit des Eintrittes in die Autooxydation
lassen demnach die mit 70%igem Alkohol gewonnenen Harzausziige
mit Guajakholztinkturen desselben Auszugsmittels keine Unterschiede
erkennen. Dagegen waren sie hinsichtlich der Stirke der in Rohmilch
erzeugten Zonen etwas frither gebrauchsfertig, etwa mit 20 bis 30
Tagen. Nur eine aus der bereits erwiihnten fertigen hellgriinen Harz-
pulverprobe dargestellte Tinktur erforderte ein 40tigiges Stehenlassen.
Ferner wurde bei aus gleichem Harzmaterial i Verhiltnis 1 : 5, wie
1 : 10 gefertigten Ansiitzen in einem Falle ein um 2 Tage friiherer Ein-
tritt der Reaktionsfihigkeit in dem Auszug 1 : 10 festgestellt. Auch be-
wirkten die geringeren Ilarzkonzentrationen in jungem Alter ein
fritheres und kriiftigeres Zustandekommen der Ringreaktion als die
Tinkturen des Ansatzverhiltnisses 1 :5.

|
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2. Von 9 Ansétzen mit 94 bis 96%igem Alkohol im Konzentrations-
grade 1 :10 nur 5 Tinkturen oder 55,6 % der in diese Kategorie ge-
horenden Ausziige, nimlich

4 Tiokturen im Alter von 10 bis 15 Tagen,
1 ” » " » 30 ” 35 "

Letztere Tinktur war aus pulverisiert gekauftem Harze bereitet
und wurde erst mit ca. 50 Tagen gebrauchsfertig, die anderen aus
Guajakharz in massa jedoch, in gleicher Weise wie die Harztinkturen
in 70%igem Alkohol, schon im Alter von 20 bis 30 Tagen.

3. Von 2 Harz-Acetontinkturen im Ansatzverhiltnis 1 : 10 nur eine
aus Guajakharz in massa mit 11 Tagen, und zwar um 3 Tage friiher
als der aus der namlichen Probe mit 94 bis 96%igem Alkohol her-
gestellte Auszug. Jedoch gab diese Acetontinktur in den ersten
Stadien ihrer Reaktionsfahigkeit zwar deutiiche, aber dafiir schwichere
Reaktionen als die Harz-Alkoholtinktur, deren Zonen von Anfang an
ziemlich stark ausfielen, und war aus diesem Grunde erst 10 Tage
spiiter, etwa im Alter von 40 Tagen, als gebrauchsfertig zu bezeichnen.
Eine zweite dem pulverisierten Material des Handels entstammende
Acetontinktur gelangte iiberhaupt nicht zur Reaktionsfiahigkeit.

In dhnlicher Weise mnangelhaft, wie der Eintritt der Reaktions-
fahigkeit bei den Harztinkturen iiberhaupt, erwies sich auch die Dauer
ihrer Gebrauchsfihigkeit. Von den oxydierten Harztinkturen waren:

A. Inmitten der Ver-|B. Bei der Abschlusspriifung (1 Jahr

Gesamtzahl suche nach dem ersten Tinkturansatz)
der Ansitze Reaktions- | Un- | Reaktions- | Un- | 4 od.—reak-
mit fahig Jbrauch- fahig brauch- tionsfihig
an in an in an in
Zahl | % | P8 | zani | o | P27 | zan1 | 9
o) Wihigem | 7 |ss8]| 6 | 42| 7 |—1|—16
. 0 3
b) 94 bis S6Vaigem Nl 5 lsoe| 4 | 4 |wma| 5 |—1|-mp2
¢) Acetong— 2 1 50,0 1 1 50,0 1 0 0

ad a. Unter den 8 wirksam gewordenen Tinkturen des 70%igen
Alkohols biisste ein aus fertig pulverisiert erstandenem Material an-
gefertigter Auszug die Reaktionsfihigkeit bereits wihrend der Haupt-
versuche im Alter von 4 Monaten ginzlich ein. Bei den Schlussver-
suchen zeigte sich ein Defizit bei den 3 mit Guajakharz in massa im
Verhiltnis 1 : 5 angesetzten und nunmehr 5 Monate alten Tinkturen.
Von ihnen reagierte eine einzige noch stark, die zweite gab nur ganz
schwache und die dritte iiberhaupt keine Spuren von Reaktion mehr.
Die gleichalterigen Konzentrationen 1 : 10 der fraglichen Harzproben
waren dagegen noch alle kraftig wirksam. .

ad b. Innerhalb der Reihe der reaktionsfihig gewordenen, mit
94 bis 96%igem Alkohol gewonnenen Harzausziigs trat wihrend der

5*



68

Hauptversuche keinerlei Verinderung ein. Bei der Abschlusspriifung
hatten diese Tinkturen alle ein Alter von 1 Jahre. Nur die aus dem
pulverisierten Handelsprodukt angefertigte Tinktur war inzwischen
unbrauchbar geworden; die anderen aus Guajakharz in massa erwiesen
sich dagegen noch alle wirksam. :

Trotzdem sich also sowohl Ansitze des 70%igen als auch besonders
des konzentrierteren Alkohols mit dem Guajakharz in massa im Ver-
hiltnis 1 : 10 bei Jahresfrist noch brauchbar zeigten, scheint in Riick-
sicht auf die angefiihrten Misserfolge auch bei den Harzproben in massa
auf eine lange Gebrauchsfihigkeit daraus gewonnener Tinkturen kein
grosser Verlass zu sein.

ad c¢. Die in Autooxydation gegangene Ilarz-Acetontinktur hatte
im Alter von 12 Monaten ihre Wirksamkeit noch nicht eingebiisst. —-

Aeltere, und zwar sowohl gebrauchsfihige wie unbrauchbare Harz-
tinkturen in Alkohol haben in der Regel eine schwarzbraunrote un-
durchsichtige Firbung, doch fanden sich unter den Ansitzen auch
2 von der braunroten durchscheinenden Iarbe der Holztinkturen und
vorziiglicher Reaktionsfahigkeit. Harz-Acetonausziige sind braunrot
und durchsichtig.

Ein zwischen Guajakholz- und Harztinkturen gezogener Vergleich
spricht demnach mit grosster Deutlichkeit fiir den Vorzug der ersteren,
und zwar liegen die wesentlichen Nachteile fiir die Anwendung von
ITarztinkturen

a) in der mangelhaften Reaktionsfahigkeit der kiduflichen Harz-

produkte,

b) in der geringeren bezw. unsicheren Dauer der Gebrauchs-

fihigkeit der Harztinkturen.

Auch erstreckt sich bei den Harzausziigen das Defizit anf alle
2 Auszugsmittel, wihrend sich beim Guajakholz nur 1 Ansatz in Aceton
als unbrauchbar erweist. Hingegen ist der Alkohol, vor allem der
"0%ige als sicher wirkendes Extraktionsmittel zur Gewinnung ge-
brauchsfahiger Holztinkturen zu betrachten.

Im besonderen lassen sich fiir die Herstellung von Harztinkturen
nach den gemachten Erfahrungen noch folgende Regeln aufstellen:

1. Nur das Guajakharz in massa eignet sich fiir die Anfertigung
von Tinkturen zu Reaktionszwecken. Das Zerkleinern desselben zu
Pulver hat zur Vermeidung von Oxydationsprozessen efst kurz vor dem
Ansatze zu erfolgen. Indessen ist auch bei den aus solchem Material
gewonnenen Tinkturen der Eintritt der Reaktionsfihigkeit nicht in
jedem Falle gesichert. Unbrauchbar ist dagegen das pulverisierte Harz
des Handels, da gerade bei ihm der Verdacht eines Reinigungsprozesses
resp. durch Oxydationsvorgiinge hervorgerufener Unwirksamkeit
vorliegt.

2. Es ist vor jedem Ansatze empfehlenswert, das vorliegende Harz
nach den Hager'schen Vorschriften auf seine Brauchbarkeit fiir Re-
aktionszwecke zu priifen.

3. Der T0%ige Alkohol bietet als Auszugsmittel fiir Guajakharz
vor dem 94 bis 96%igen keinerlei Vorziige, wohl aber erhilt bisweilen
der konzentriertere in den mit ihm angesetzten Tinkturen die Ge-
brauchsfihigkeit fjr lingere Zeit.
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4. Die Dauer der Gebrauchs- wie Reaktionsfahigkeit ist bei den
Harztinkturen durchaus wechselnd, und bei der Ungleichheit des Aus-
gangsmaterials irgend eine Gesetzmissigkeit iiber jene selbst fiir den
Ziitranm eines Jahres nicht abzuleiten. Vor allem erscheint das An-
halten der Wirksamkeit auch an eine nicht zu starke Konzentration der
Harztinkturen gekniipft. Stérkere Ansitze als im Verhiltnis 1 : 10
neigen zu baldigem Verlust der Gebrauchsfihigkeit; Harztinkturen
mit 94 his 96%igem Alkohol in dieser Konzentration konnen sich nach
Jahresfrist noch unverindert brauchbar erweisen.

5. In Alkohol unwirksame Harzproben vermag auch das Aceton
nicht in Autooxydation zu bringen.

6. Zur Vermeidung von Fehlschliissen sind reaktionsfihige Harz-
tinkturen des ofteren auf den Grad ihrer Brauchbarkeit zu priifen.

B. Die fertig in Gebrauch genommenen Guajaktinkturen.

Beim Einkauf fertiger Tinkturen, welche fiir Vergleichszwecke
dienen sollten, wurden nur Ausziige mit Alkohol beriicksichtigt, weil die
sonst ncch im Handel erhdltliche ammoniakalische sowie die fenchel-
haltige Guajaktinktur bereits von Glage verworfen worden sind.

1. Guajakholztinkturen.

Von 4 fertigen Holzausziigen hatten 3 eine durchscheinende braun-
rote, die vierte eine tief schwarzbraunrote undurchsichtige Farbe.
Letztere war, wie ich vom Verkidufer erfuhr, etwa 10 Jahre alt und
erwies sich bei mehrmaliger Priifung mit verschiedenen Rohmilch-
preben als ginzlich unbrauchbar. Hiernach findet die Angabe Webers,
dass nur Holztinkturen von durchsichtiger Farbung zur Milchunter-
suchung tauglich seien, ihre Bestitigung. Unter den durchscheinenden
heller braunroten Ausziigen war der eine bei Ingebrauchnahme 2
Monate alt, desgleichen der zweite nach Mitteilung zwar unbekannten,
jedoch jiingeren Alters, wihrend bei dem dritten der Alterszustand
nicht festgestellt werden konnte. Samtliche 3 Tinkturen zeigten sich
bei Vergleichsversuchen in allen jenen Fillen, in welchen die selbst-
Lergestellten Guajakholzausziige die Reaktion hervorbrachten, von
derselben Wirksamkeit wie diese und waren auch bei der Abschluss-
priifung, als die eine Tinktur bereits 8 Monate alt war, genau so
kraftig wie beim Einreihen in die Versuche. '

2. Guajakharztinkturen.

Dic aus 6 verschiedenen Quellen bezogenen Harztinkturen hatten
durchweg eine tief schwarzbraunrote ganz undurchsichtige Farbe.
Genauere Angaben iiber die seit der Herstellung dieser Ausziige ver-
flossene Zeit waren nicht zu ermitteln, ausser das 4 Tinkturen als sehr
alt bezeichnet wurden. Wie demgemiss anzunehmen war, gaben denn
die 6 Harztinkturen in keinem Falle auch nur das geringste Zeichen
von Reaktionsfihigkeit. Drei von ihnen wurden ausserdem mehrere
Tage gedffnet der Einwirkung des Sonnenlichtes und der Luft aus-
gesetzt. Nach zelntigigem Stehen lieferte die eine stark griinblaue
Spuren der Ringreaktion, die anderen blieben in der gleichen Frist und
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auch nach vierzehntigigem Stehen ebenso unbrauchbar wie zuvor. Mit-
hin sind selbst von einer derartigen Behandlung alter unbrauchbarer
Harztinkturen keine Vorteile zu erwarten. —

Es soll an dieser Stelle nicht unerwihnt bleiben, dass die kauflichen
Tinkturen bhaufig aus Flaschen verabfolgt werden, welche nur die
Etikette ,,Tinctura Guajaci“ tragen. Die Pharmac. Germ. I gibt nun
fir die Harztinktur die Bezeichnung , Tinctura Guajaci“. Fiir die
Guajakholztinktur gilt dagegen die Aufschrift ,, Tinctura Guajaci
ligni.“ Demnach sind die in den Apotheken erhidltlichen Tinkturen,
soweit sie mit ,, Tinctura Guajaci“ signiert sind, Harztinkturen und
mit den Holzausziigen, welche mit den Jahren eine gleiche Beschaffen-
heit erlangen, d. h. verharzen, nicht zu verwechseln. In Riicksicht
auf die kauflichen Tinkturen kann daher auch ich nur folgende von
anderer Seite aufgestellte Forderungen unterstiitzen:

a) Vor dem Einkauf fertiger Guajakharztinkturen ist wegen ihrer

- zweifelhaften Reaktionsfihigkeit zu warnen.

bh) Bei Vorhandensein der ausdriicklich zu fordernden wund als

solche erwicsenen Guajakholztinktur erkundige man sich vor
allem nach ibrem Alter und weise jede schwarzbraunrote und
undurchsichtige zuriick.

¢) Es ist in jedem Falle geboten, sich mit roher Milch von einer

guten Reaktionsfahigkeit der zu kaufenden Holztinktur vor-
erst zu iiberzeugen.

C. Yersuche mit ans unbrauchbaren Gusjaktinkturen hergestelliten
Verdiinnungen.

In der Annahme, dass vielleicht eine zu starke Konzentration —
insbesondere bei Harztinkturen — Unbrauchbarkeit bei den Guajak-
ausziigen verursache, wurde von einigen nicht tauglichen Harzausziigen
in Alkohol eine Wenigkeit mit einer grosseren Menge 70%igen Alkohols
in Reagensglischen kriftig geschiittelt. Die so entstandenen Ver-
diinnungen wurden sofort gepriift und lieferten nunmehr beim Ueber-
schichten roher Milch teils starke Zeichen von Reaktionsfahigkeit in
Form griinblauer Flecke, teils sogar eine schwache griine bis griin-
blauliche Ringfirbung. Infolgedessen wurden von 18 iiberhaupt nicht
reaktionsfihigen oder mittlerweile unbrauchbar gewordenen Guajak-
tinkturen, und zwar von 1 Holz- und 15 Harztinkturen in Alkohol sowie
von 1 Harz- und 1 Holztinktur in Aceton, insgesamt 29 Verdiinnungen
hergestellt. Zur Verminderung der Konzentration wurde bei den alko-
bolischen Ausziigen 70%iger Alkohol, bei den mit Aceton gewonnenen
dieses letztere Extraktionsmittel zu genau abgemessenen Tinkturmengen
im einfachen bis hinauf zum zwanzigfachen Volumen zugesetzt, so dass
bei einzelnen Tinkturen verschiedene Verdiinnungsgrade auf ihre Wirk-
samkeit zu beobachten waren.

Unter diesen 29 Verdiinnungen reagierten von 2 Holztinkturen
keine, von 27 Harztinkturen nur 10 oder 34.5 % des ganzen Ver-
diinnungsansatzes, und zwar nur alkoholische. Die Reaktionsfahigkeit
zeigte sich dabei teils sofort teils innerhalb 14 Tagen, ohne jedoch an
eine bestimmte Konzentration gekniipft zu sein. Ferner war sie in den
meisten Fillen #dusserst schwach, bezw. wurde sie nirgends so stark,
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dass dic betreffende Tinktur in der Praxis hitte Verwendung finden
konnen. Desgleichen schwanden die Zeichen der Autooxydation bei
einigen Verdiinnungen schon wieder binnen wenigen Tagen oder
Wocelien, sodass im Alter von 5 Monaten nur mehr 4, bei dem Abschluss
der Arbeiten im Alter von 9 Monaten nur noch 2 dieser Tinkturen Re-
aktionen gaben.

Man wird demnach, wo das der Tinktur zu Grunde liegende
Material schon im ersten Ansatze sich garnicht oder nur mangelhafi
bewihrte, auch mit Verdiinnungen nur negative oder unwesentliche
Ergebnisse erreichen.

Die Zuverlissigkeit der Guajakringprobe bei der Milchuntersuchung.

Meine Versuche mit der oben') beschriebenen Ausfithrungsform
der Guajakringprobe lieferten sowohl bei Vollmilch in verschieden-
artigster Beschaffenheit als auch bei Magermilch, Rahm, Butiermilch
und Molke unter entsprechenden Verhaltnissen Ergebnisse, welchc
zweifellos fiir die Brauchbarkeit des Arnold-Weber’schen Schichtver-
fahrens sprechen. Die Kontrolle wurde durchschnittlich auf 30 Minuten
ausgedehnt, in besonders unsicheren Fillen dagegen stundenlang auf
das Erscheinen der blauen Zone gewartet. Die ausgefiihrten Reaktionen
samt dem Zeitpunkt ihres Eintrittes finden sich in Tabelle C bis I
summarisch zusammengestellt.

Zu diesen Tabellen seien ferner noch folgende Erlduterungen hin-
zugefiigt :

1. ad Vollmileh.

Einschliesslich der Milch, welche zur Feststellung des Beginnes
der Reaktionsfiahigkeit bei den Tinkturansitzen gedient hatte, wurden

_ca. 80 verschiedene Rohmilchproben auf die Guajakreaktion

gepriift. Hierbei wurden mit der gesamten Milch und sémtlichen
brauchbaren Guajaktinkturen iiber 650 deutliche Zonen erhalten.

Vollkommen rohe Mileh liess sich schon mit jungen, eben reaktions-
fihig gewordenen Tinkturen in 3 bis 10 Minuten deutlich erkennen;
mittelst den in der Praxis nur anwendbaren gebrauchsfertigen Guajak-
ausziigen erfolgte ausnahmslos eine kriftige Ringfirbung meist in
wenigen Sekunden, selten erst in 1 Minute und dariiber.

Verdiinnung mit Wasser vermochte das Reaktionsvermogen der
Rohmileh nicht zu unterdriicken, vielmehr rief letztere selbst bei 50 und
75 % Wasserzusatz (mit 50 Guajaktinkturen) sehr intemsive Zonen
hervor. Ferner wuchs die Breite des blauen Ringes mit zunehmendem
Wassergehalt und betrug oft 14 bis 1 cin und dariiber. Im Gegensatze
dazu verminderte sich die Haltbarkeit der Ringform, indem bei sehr
starker Verdiinnung mit Wasser die blauen Zonen teilweise sich langsam
mit der Fliissigkeit vermischten. Immerhin war die Blaufarbung auch
in verwisserter Mileh vielfach nach 14 bis 1 Stunde noch deutlich
sichtbar.

Miissig pasteurisicrte Milch erzeugte die Reaktion ebenso schnell
und kriftig wie rohe. Dagegen inderte sich ihr Verhalten stets mit

') ef. 8. 59 ff.
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dem Pasteurisieren auf 75°. War eine Milch auf diese Temperatur
eben gebracht worden, so erfolgte die Reaktion in der Mehrzahl der
Fille noch schnell und intensiv; andererseits liessen einzelne derartige
Proben bereits eine gewisse Reaktiostrigheit und die an sich recht
deutliche, aber schwiichere Zone erst in 1% bis 3 Minuten erkennen.
1 Minute bei 75° pasteurisierte Milch reagierte nach der sofort er-
folgten Abkiithlung nicht, vermochte aber stets nach etwa 12 bis 24
Stunden einc matte Reaktion zu erwecken. Hingegen gab 5 bis 15
Minuten auf 75°, desgleichen auf 80° und hoher erhitzte Milch die
Zenenprobe nicht mehr; ebenso erzielten hier spitere Wiederholungen
der Priifung stindig nur negative Ergebnisse.

Gemische aus geniigend erhitzter, oder aufgekochter und 20 9%
roher Milch waren mit Guajakholztinkturen in 5 Minuten durchweg
sicher zu erweisen, wogegen hier bereits eine grossere Anzahl von Harz-
tinkturen wiederholt versagte. Bei 15% Rohmilchzusatz setzten
vereinzelt auch die Holztinkturen aus, doch gab mit diesen noch Misch-
mileh mit 10 % Rohmilchgehalt in etwa 34 der gepriiften Fille nach
lingerer Beobachtung (20 Minuten) die blaue Zone. Rohmilchbei-
mischungen von 9 % abwirts erwies das Guajakschichtverfahren sehr
unsicher; auch waren hier die vereinzelt entstandenen Zonen recht
matt und, da sie nur 14 bis 14 mm breit wurden und gewohnlich schnell
verblassten, schwieriger zu erkennen. Immerhin liessen bisweilen, bei
anscheinend fiir die Guajakprobe besonders giinstiger Milch und aus-
gedehnter Kontrolle, selbst Gemische mit 5%, in einem Falle sogar mit
nur 4 S roher Milch die Ringfirbung deutlich bemerken. Derartige
Fille bildeten indes stets nur die Ausnahme von der Regel, nach welcher
der Nachweis von weniger als 20 % roher in stark erhitzter Mileh,
auch bei Verwendung einwandsfrei gebrauchsfihiger Holztinkturen,
als zweifelhaft bezeichnet werden muss. —

Bei simtlichen Versuchen mit Vollmilch lieferten die mit Alkohol
kergestellten Holztinkturen die gleichmissigsten und durchschnittlich
auch die schirfsten Resultate, wihrend sich die Harzausziige viel un-
regelmiissiger verhielten. Aus diesen Griinden schaltete ich die Harz-
tinkturen bei der Priiffung von Magermilch, Rahm, Buttermilch und
Molke ans und gebrauchte hierzu lediglich die Holztinkturen des
70 %igen Alkohols (1 :5). :

2. ad Magermilch und Rahm.

Magermilch und Rahm brachten bei dem Guajakringverfahren die
gleichen Erscheinungen wie Vollmilch hervor.

3. ad Buttermilch.

Auf 70° erhitzte Buttermilch verhielt sich zuweilen zweifelhaft
und vermochte dann auch bei spiter wiederholten Versuchen die Re-
‘aktion nur vereinzelt oder verschwommen zu erwecken. Noch un-
sicherer zeigte sich kurze Zeit auf 71 bis 74° erwédrmte Buttermilch.
Durch gleichmissiges Pasteurisieren auf 75°, 80° ete. schwand ihr
Reaktionsvermogen ginzlich.

Negative Lrgebnisse lieferte ferner solche Buttermileh, welche von
einem Rahm stammte, der durch das Pasteurisieren seine Wirksamkeit
verloren hatte.
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4. ad Molke.

Rohe Molke, welche in der Regel durch freiwilliges Gerinnen, teil-
weise aber auch durch Zusatz von Essigsiure aus Voll- resp. Mager-
milch hergestellt wurde, gab, wie zuvor die frische Milch, stets kriftige
Zonenfirbungen. Desgleichen erzeugte die Molke von jeder nicht bis
zum volligen Verschwinden der Reaktionsfihigkeit erhitzten, z. B. von
lingere Zeit auf 70° oder soeben auf 75° pasteurisierter Milch in 2 bis
5 Minuten die Ringprobe entsprechend deutlich. Fiir sich erwirmte
Molke verlor dagegen die Fahigkeit der Guajakblauung schon bei 70°
vollstindig.

Molke von Mischmilch mit 30 bis 20 % Rohmilchgehalt, ebenso
entsprechende Gemische von geniigend erhitzter und roher Molke,
konnten deutlich und zuverlissig in spiitestens 10 Minuten nachgewiesen
werden. Geringere Zusiitze an rohem Material (namentlich weniger als
10 %) waren unsicherer resp. nur vereinzelt zu erkennen. —

Bei obigen Versuchen hatte also selbst starke Siuerung auf das
Erscheinen der Zonenreaktion keinen merklichen Einfluss. Zusitze
von Alkalien (Kalkwasser), ohne welche z. B. die Storch’sche oder die
Utz’sche Reaktion in saurer Milch oder in Molke nicht zustande kommt,
wurden daher bei der Guajakringprobe iiberfliissig. —

Wie ferner bereits angedeutet worden ist, riefen zweifelhafte Proben
von pasteurisierter Milch oder von Mischmilch bisweilen nach lingerer
Aufhebung die Reaktion hervor. Wenn aber eine derartige Milch nicht
bereits nach 12 bis 24 Stunden Spuren von Reaktionsfihigkeit erkennen
liess, vermochte sie auch in noch hoherem Alter die Reaktion nicht zu
erwecken. Als geeignet erwies sich ausserdem nur die offene Auf-
stellung, da, wie wiederholt festgestellt werden konnte, in den vorhin')
erwihnten sterilen, verschlossenen Gefassen die sehr bald eintretende
Fiaulnis schon bei wirksam gewordener Milch das geringe Reaktions-
vermogen wieder unterdriickte.

Yersuche mit der Guajakringprobe unter Verwendung
von Wasserstoffsuperoxyd.

Wasserstoffsuperoxyd wurde nur ausnahmsweise zu Vergleichs-
zwecken und hauptsichlich dort verwandt, wo der Eintritt der Reaktion
auf Guajaktinktur allein ungewiss erschien. Zu den Versuchen dienten
meist eine 0,2 %ige, seltener eine 1 %ige und nur vereinzelt stirkere
Konzentrationen. Zunichst bestiitigte sich die von Zink u. a. gemachte
Erfahrung, dass bei roher Milch und jungen, noch nicht wirksam ge-
wordenen Tinkturen der Zusatz eines resp. weniger Tropfen Wasser-
stoffsuperoxyd die sonst ausbleibende Farbenerscheinung einleitet.
Indessen zeigten die mit 15 bis 20 Tropfen ganz frischer Tinktur und
Wasserstoffsuperoxyd hervorgerufenen Reaktionen dieselben Eigen-
schaften wie bei Anwendung von Guajakausziigen in den Anfingen der
Autooxydation. Sie dusserten sich meist sehr schwach durch griine bis
blaugriine Flecke an der Oberfliche oder im Innern des braunen Misch-
ringes und bildeten sich erst mit zunehmendem Alter der Tinkturen all-

1) ¢f. 8. b6.
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maihlich zu Zonen aus. Ferner gliickte es auch, mit fast allen als un-
tauglich erwiesenen Guajaktinkturen nach Zugabe vonWasserstoffsuper-
oxyd derartige mehr oder minder vollkommene Reaktionen zu erhalten.
Eine ganz alte, fertig erstandene Harztinktur versagte hingegen in
jedem Talle, auch bei Anwendung von selbst 5 bis 6 Tropfen 0,2 — wic
1%igen und stirkeren Wasserstoffsuperoxydes, obwohl die Versuche
mit den verschiedensten Rohmilchproben wiederholt und 1 Stunde lang
beobachtet wurden. Dasselbe negative Resultat zeitigten auch zwei
selbst hergestellte, nicht reaktionsfihig gewordene Harztinkturen in
vorgeriicktem Alter, sodass die Wasserstoffsuperoxyd - Guajakschicht-
probe mit unbrauchbaren und namentlich alten Tinkturen doch als eine
recht mangelhafte anzusehen ist.

Nach lingerem Erhitzen der Milch auf 75° und hohere Tempe-
raturen trat auch mit gebrauchsfahiger Tinktur und Wasserstoffsuper-
oxyd nic die Reaktion ein.

Bei Mischmilch mit geringem Rohmilchgehalt (5 bis 10 %) brachte
das Zutrdufeln von Wasserstoffsuperoxyd unsicher eingetretene Re-
akcionen ofters zur Deutlichkeit, ginzlich ausbleibende dagegen nur
selten zum Erscheinen. Denn es rief eine grossere Zahl verschiedenster
Mischmilchproben, darunter sogar solche mit 15 und 10 % roher Mileh,
bei welchen einwandsfrei gebrauchsfihige Guajaktinkturen ginzlich
versagten, in Wiederholung der Versuche unter Wasserstoffsuperoxyd-
zusatz innerhalb 30 Minuten und lingerer Kontrolle ebenfalls nicht dic
gevingste Spur von Blaufirbung hervor. Andere Tinkturen hingegen
gaben mit den ndmlichen Milchproben allein eine geniigend starke
Zone, wie auch manche in solchen Fillen aussetzendenGuajakausziige bei
einer anderen, entsprechend zusammengesetzten Mischmileh die Ring-
reaktion ohne Wasserstoffsuperoxyd sehr deutlich erzeugten.

Auch vermochte die Beigabe von Wasserstoffsuperoxyd zu pasteu-
risierter oder Mischmilch, welche ihre geringere Reaktionsfahigkeit in-
folge beginnender [Fiulnis verloren hatte, dic Reaktion niemals von
neuem zu erwecken.

Die Erkennung erwiihnter mangelhafter Zustinde der Milch ist
also bisweilen schon mit einwandsfreier Tinktur und Wasserstoffsuper-
oxyd nicht moglich. Noch viel weniger wird aber derartige Milch mit
jungen, noch garnicht reaktionsfihigen, resp. alten unbrauchbaren Gua-
jakausziigen nachgewiesen werden konnen, bei welchen das Wasserstoff-
superoxyd doch zundchst den zu erwartenden oder bereits verlorenen
Oxydationszustand ersetzen soll, wenn ausserdem, nach den Beobach-
tungen von Weber!) und Zink?) das Wasserstoffsuperoxyd unter Um-
stinden sogar reaktionsverzogernd wirken kann. Nicht der Zusatz von
Wasserstoffsuperoxyd, sondern vielmehr der Reichtum der Milch an
dem die Guajakbliuung der Mileh hervorrufenden Ferment und der
Grad der Wirksamkeit der benutzten Tinktur sind fiir den Eintritt der
Reaktion bei Mischmilch massgebend! —

Somit kann der Verwendung von Wasserstoffsuperoxyd bei der
Guajakringprobe keine ausschlaggebende Bedeutung beigemessen

1) Weber cf. S. 17.
%) Zink cf. S. 23 ff.
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werden. Vermag jene auch die fehlende Gebrauchsfahigkeit der Gua-
jakausziige in gewissem Grade zu ersetzen, so gilt das hauptsichlich bei
rcher oder sehr mangelhaft erhitzter Milch. Bei Mischmilch hingegen,
wo das Oxydationsmittel besonders am Platze wiire, bietet das Wasser-
stoffsuperoxyd, selbst neben Tinkturen von vollendeter Autooxydation,
nur unwesentliche Vorteile. Denn auch hier ldsst sich das mit dem
Wasserstoffsuperoxyd-Guajakschichtverfahren Erreichbare, z B. der
sehr unsicher gliickende Nachweis von 5% Rohmilchzusatz, erwiesener-
massen ebenso gut mit einer kriftigen Guajakholztinktur allein zuwege
bringen. Ferner wird durch den Gebrauch von Wasserstoffsuperoxyd
das Guajakverfahren umstindlicher, somit der Wert desselben ver-
ringert.  Zudem lassen sich bei der Guajakringprobe auftauchende
Zweifel, wie unsicherer Eintritt der Reaktion, durch den Besitz meh-
rerer —- etwa 3 zu verschiedenen Zeiten aus jeweils anderem Material
angesetzter und bei Abnahme der Brauchbarkeit abwechselnd zu er-

ginzender — Guajakholztinkturen in Kontrollversuchen leicht be-
seitigen.

Resumee.

Meine hauptsiichlichsten Ergebnisse iiber die Guajakringprobe
lassen sich in folgenden Leitsitzen kurz zusammenfassen :

1. Das Guajakverfahren ist bei Verwendung kriftig reaktions-
fihiger Tinkturen zum Nachweise roher wie mangelhaft erhitzter Milch
oder Molke, desgleichen bei Gemischen aus den geniigend erhitzten und
rohen Produkten zweifellos brauchbar. Da die Schichtmethode schirfer,
insbesondere aber zuverlidssiger ist als die vielfach noch empfohlene
Mischreaktion, hat die Milchpriifung nur in Form der Guajakring-
probe zn geschehen.

2..Um sich iiber die Wirksamkeit der zu gebrauchenden Tinktur
genauesto Kenntnis zu verschaffen, ist ihre frische Herstellung und zeit-
weise Priifung (namentlich mit Mischmilch) bis zur Gebrauchsfihig-
keit den fertig in den Handel gebrachten Guajakausziigen vorzuziehen.
Auch ist bei den Ansitzen das jiingere und darum einwandsfreiere Ma-
terial grosser bezw. chemischer Versandgeschifte zu beriicksichtigen.

3. Nur die Guajakholztinkturen geben fiir lange Zeit gleich-
missige und sichere Resultate. Dagegen dussern sich bei den Harz-
ausziigen, infolge des sehr ungleichmissigen Ausgangsmaterials, hin-
sichtlich der Dauer und der Schiarfe der Reaktionsfihigkeit wesentliche
Differenzen. Vielfach stehen jene den Holztinkturen an Wirksamkeit
in nichts nach; andererseits wieder bleibt eine betrichtliche Menge
minderwertiger als diese. Ferner gehen Ansitze aus sehr mangelhaften
resp. untauglichen Harzproben, ohne Unterschied des Auszugsmittels,
entweder iiberhaupt nicht in Oxydation, oder sie verlieren das Reak-
tionsvermogen schon binnen weniger Monate. Zu Versuchszwecken soll
daher lediglich garantiert natiirliches, d. h. ungereinigtes, und als
solches nach Hagers Methode erwiesenes Guajakharz ,,in massa‘ ver-
wendet werden.

4. In meist kiirzerer Zeit, als der kiufliche 94 bis 96%ige Alkohol
und das Aceton, bringt der verdiinnte, 70%igeAlkohol jegliche mit ihm
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hergestellte Holztinktur zur Reaktionsfahigkeit. Die nach der Phar-
makopoe im Ansatzverhiltnis 1 :5 anzufertigenden Guajakholztink-
turen werden an schattigem Orte bei Zimmertemperatur gehalten, hiu-
fig durchgeschiittelt, nach 7 bis 10 Tagen dekantiert und auch weiterhin
geschiitzt vor dem Sonnenlichte (der Bequemlichkeit halber in braunen
Tropfziinlfluschen) aufbewahrt. Derart mit dem 70 %igen Alkohol ge-
wonnenc Guajakausziige erweisen sich in wenigen Tagen bis spiitestens
3 Wochen reaktionsfihig und sind nach 30 bis 40 Tagen ohne Bedenken
zu gebranchen. Die Holztinkturen des 94 bis 96 %igen Alkohols geben
biufig spiter, zuweilen erst nach doppelt so langem Stehen, die ersten
Zcichen der Autooxydation und sind daher vor 40 bis 50 Tagen nicht an-
wendbar. Dann stehen sie aber den Holztinkturen des 70 %igen Alko-
hols an Reaktionsschirfe nicht nach, sind gleichfalls von durchsichtiger
braunroter Fiarbung und wie letztere iiber Jahresfrist noch unveréndert
wirksain.

Das Aceton vermag nicht jede, im Alkoholauszug taugliche, Holz-
probe in Autooxydation zu bringen.

Bei seltenem Gebrauch sind die Tinkturen von Zeit zu Zeit mit
rolier gowic Mischmilech auf ihre Wirksamkeit zu priifen.

_ 5. Vorbedingung einer kriftigen Reaktion ist ein nicht zu gering

bemessener Tinkturzusatz, desgleichen nicht iibertriebene Sparsamkeit
an Milch. Bei Anwendung von 10 bis 12 Tropfen Guajakholztinktur
auf ca. 10 cem Milch tritt bei jeder der Guajakreaktion iiberhaupt féahi-
gen Milch die blaue Zone geniigend deutlich ein, wobei schwaches Be-
wegen des Reagensglases das Entstehen der Reaktion unterstiitat.
Milchproben, welche binnen weniger Minuten die Ringfirbung nicht
erzeugen, miissen mindestens 74 Stunde lang beobachtet werden, weil
bei ihnen noch immer der Verdacht auf Mischmilch vorliegt.

6. Rohe cder missig erhitzte Vollmilch, ebenso derartige Proben
von Magermilch, Rahm, Buttermilch und Molke lassen die Zonenreak-
tion innerhalb weniger Sekunden bis 1 Minute, selten erst spater, zuver-
lissig erkennen. Werden die Produkte bis nahe zur Grenze ihres Re-
aktionsvermogens pasteurisiert, so erscheint die Blaufirbung mit
lingstens 8 bis 5 Minuten.

Selbst starke Sduerung verhindert die Guajakreaktion nicht. Aux
diesem Grunde kann man bei sehr verdickter Milch die Molke davon
zur Priifung verwenden. Denn jede ungeniigende Erhitzung derMilch,
selbst bis an die fiir das Ausbleiben der Reaktion kritische Tempcratur,
lasst sick in der Molke binnen wenigen Minuten deutlich nachweisen.
‘ 7. Die Reaktion tritt bei Vollmileh, Magermileh, Rahm und Butter-
milch nicht mehr ein, wenn diese lingere Zeit (5 Minuten und mehr)
auf 7h° oder hohere Temperaturen erhitzt worden sind. Fiir sich er-
wirmte Molke versagt dagegen schon nach kurzfristigem Pasteurisieren
auf 70°.

8. Mischivileh mit 50 % resp. noch stirkerem Rohmilchgehalt ver-
hiilt gich bei der Guajakringprobe wie unerwiirmte Milch. 40 bis 30%
roher in geniigend erhitzter Milch sind in 3 Minuten, 25 bis 20% in
spitestens 5 Minuten mit Guajakholztinktur nachweisbar. Innerhalb
ca. 15 Minuten lassen sich auch Rohmilchzusiitze von 15%, sowohl in
der frischen Mischmilch wie in der Molke davon, noch ziemlich sicher
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ermitteln, solche von 10 % hingegen in beiden Fillen seltener und
schwiicher bei etwa 20 Minuten langer Kontrolle. Noch geringere Roh-
milchbeimengungen sind nur vereinzelt und in der Regel sehr undeut-
lich zu erkennen, —

Das Gleiche gilt fiir Gemische aus geniigend erhitzter und roher
Molke in entsprechenden Verhiiltnissen. ‘

9. Durch die Verwendung von Wasserstoffsuperoxyd wird die Gua-
jakmethode, welche fiir den Laien das einfachste und wegen der Halt-
barkeit des Reagenzes bequemste Verfahren ist, umstindlicher. Als
wesentlichster Vorteil der Wasserstoffsuperoxyd-Guajakringprobe ist
anzufiihren, dass sie die Reaktion auch mit jungen, noch nicht oxydier-
ten Tinkturen in Rohumileh zu erzwingen vermag. Indessen sind die
hervorgerufenen Firbungen nur schwach resp. die Ringform mangel-
haft, und deshalb frische Guajakansitze zur Erkennung von Mischmilch
oder in stirkerem Masse pasteurisierter Milch untauglich. Ferner gibt
nicht jede alte unbrauchbare Tinktur auf Wasserstoffsuperoxydzusalz
dic Reaktion. Zudem lisst sich das iiberhaupt Erreichbare, z. B. der
auch beim Zutriufeln von Wasserstoffsuperoxyd unsicher bleibende
Nachweis von 10 % und weniger roher in geniigend hoch erhitater
Milch, cbenso gut mit einer kraftigen Guajakholztinktur allein zu-
stande bringen. Wer schon zum Wasserstoffsuperoxyd greifen will,
solltc sich daher zweckmissig einem der bei Mischmilch schirferen
Verfahren, wie der Paraphenylendiamin- oder der Ursolreaktion zu-
wenden.

2. Das Guajakverfahren nach Carcano.

Wie Carcano es vorschreibt,!) wurde ein wenig Milch im Por-
zcllanschilchen mit einigen Tropfen Terpentingl versetzt, schwach er-
wirmt und etwas Guajaktinktur hinzugefiigt. Ferner geschah die Aus-
fithrung der Probe in Form von Parallelversuchen zwischen dem aethe-
rischen gereinigten und dem im Handel kiuflichen Terpentingl. Nach
der zu Gebote stehenden Literatur scheint Carcano keine niheren An-
gaben iiber die Beschaffenheit der zu verwendenden Guajaktinktur ge-
macht za haben. Zink?) andererseits erzielte bei der Zonenprobe mit
nicht reaktionsfihigen Guajakausziigen nach Zusatz 1 Tropfens Ter-
pentinil in Rohmilch eine schone lange anhaltende Blaufirbung, somit
eine dem Wasserstoffsuperoxyd entsprechende, die Reaktionsfiahigkeit
der Tinktur entbehrlich machende Wirkung des Terpentindls.

Zur Nachpriifung dieser Angaben benutzte ich teils ganz unbrauch-
bare teils noch nicht autooxydierte Guajakharz- wie Holztinkturen. Da-
neben diente eine gebrauchsfertige Guajakholztinktur in Alkohol zum
Vergleich.

Bei Rohmilch trat mit jeder Tinktur die Reaktion als eine blaue,
fleckig blaue oder fleckig blaugriine Decke an der Oberfliche der Milch
auf. Indes siand jene an Intensitit und Vollkommenheit der Guajak-
ringreaktion bei weitem nach. Fernerhin bildeten sich leider auch bei
gekochter Milch in vielen Fillen, und fast durchweg mit den Harztink-

) S, 4.
7)) 8. 24,
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turen, vereinzelt mehr oder minder grosse blaue Flecke. Wie sofort ax-
gestellte Versuche zeigten, gaben derartige Tinkturen schon mit Terpen-
tingl allein eine stark blaue Reaktion.
Gereinigtes und kaufliches Terpentinol liessen in ihrer Wirksam-
keit keine Unterschiede erkennen.
Hinsichtlich der ungiinstigen Ergebnisse, und weil
a. nach Schaer') auch das Terpentinol unter Einwirkung von
Licht und Luft Ozon bilden und damit direkt Guajak bliu-
ende Eigenschaft annehmen kann, ferner
h. Ausziige aus mangelhaftem Guajakharz bei der Hager’schen
Probe durch Terpentinil an sich stark gebliut werden, kann
jedoch dem Carcano’schen Verfahren bei gekochter Milch
keine Zuverlédssigkeit beigemessen werden.

3. Die Methode Storch.

Zur Ausfithrung der Storch’schen Reaktion benutzte ich die von
dem: Autor crprobten?) und zur Zeit in Dinemark gebriauchlichen Rea-
gentien: eine 2 Y%ige wisserige Paraphenylendiaminlosung®) nebst
0,2 %igem Wasserstoffsuperoxyd. Letzteres wie auch alle jene Wasser-
stoffsuperoxydlosungen, welche bei der Priifung der anderen Verfahren
verwendet wurden, stellte ich aus 30 gewichts- (= 100 volumen-) pro-
zeutigem Wasserstoffsuperoxyd durch Verdiinnen mit destilliertem
Wasser her und hielt dieselben bei Nichtbenutzung vollkommen im
Dunkeln. Auf diese Weise zeigte sich das Storch’sche Wasserstoff-
superoxyd gegen Kaliumbichromat noch nach 7 Monaten deutlich wirk-
sam. Die Paraphenylendiaminlosung, welche vorschriftsmissig in
brauner Tropfzihlflasche an kiihlem, schattigem Orte aufbewahrt
wurde, blieb in einigen Fillen bis gegen 3 Monate reaktionsfihig. Je-
doch war dieselbe iiber 114, hochstens 2 Monate hinaus nicht gut zu ver-
wenden, da durch ihre fortschreitende Zersetzung einerseits die Rein-
heit, Schirfe und Schnelligkeit der Rohmilchreaktion entsprechend be-
einflusst wurde, und andererseits die starken Verfirbungen bei der ge-
kochten Milch den Unterschied der Reaktion zu sehr verwischten.

Die vorschriftsmissig (durch Umschiitteln mit 2 Tropfen Para-
pbenylendiaminlésung und 1 Tropfen Wasserstoffsuperoxyd) mit ca. 5
cecm Mileh ausgefiihrte Iriifung ergab durchweg zuverlissige Resultate
schon hei roher und aufgekochter Vollmilch, ebenso aber bei Mager-
mileh, Ralim, Buttermilch und Molke.

Die charakteristische Blaufirbung erfolgte in 50 verschiedenen
Proben roher Vollmilch prompt und scharf in wenigen Sekunden, und
wurde auch durch starke Wasserzusiitze (von 50 bis 90%) in keiner
Weise gestort. Im Gegenteil fiel das Blau innerhalb gewisser Grenzen
um so intensiver aus, je stirker die Milch mit Wasser verdiinnt wurde.
Gcekochte Vollmilch (etwa 25 verschiedene Proben) blieb bei Verwen-
dung frischer oder miissig alter Losung rein weiss. Nach lingerem
Stehen der Proben an Licht und Luft (ungefihr mit 15 bis 30 Mi-

') 8. 21.
%} vergl. 8. 26 und 32.
3) Para-Phenylendiamin Purum Cryst. von E. Merck-Darmstadt.
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nuten, bisweilen auch frither oder noch spiiter) bildeten sich freilich
auch in stark erhitzter Milch matte, weissblauliche bis violettrotliche
Verfirbungen. Da diese aber in der ersten halben Stunde an Intensitit
keine merklichen Fortschritte erfuhren, vielmehr in der Regel erst nach
mehreren Stunden stark blau wurden, waren sie mit der Reaktion in
keiner Weise zu verwechseln. Siuerung der Milch wirkte auf diese
Verfirbungserscheinungen hemmend und bei hohem Alter der Milch
génzlich verhindernd ein.

Stark pasteurisierte Milch, welche nicht schon binnen weniger
Minuten den Beginn der Reaktion zeigte, vermochte wie die gekochte
und sterilisierte Milch auch nach lingerer Aufbewahrung, ganz gleich
ob in offenen oder in sterilen geschlossenen Gefassen, die Blaufarbung
nicht zu erwecken.

Dic Resultate der weiterhin mit den verschiedensten Arten von
Vollmileh, sowie Magermilch, Rahm, Buttermilch und Molke ange-
stellten Versuche, ebenso die Schirfe des Verfahrens ergeben sich aus
den Tabellen G bis K.

Mit deren 11ilfe lassen sich iiber das Storch’sche Verfahren fiir die
Praxis folgende Leitsitze aufstellen:

1. Die Storch’sche Methode liisst jede rohe oder mangelhaft er-
hitzte Vollmiich, Magermilch, Rahm, Buttermilch und Molke sicher
und scharf erkennen. Desgleichen ist das Verfahren bei Gemischen
zuverlissig und vermag selbst Zusdtze von 2 % roher zur stark er-
hitzten Mileh oder Molke deutlich zu erweisen.

Die Farbe der Reaktion ist bei Vollmilch, Magermilch, Rahm und
Buttermilch blau bis blaugrau, bei der Molke violett. Jedoch gibt sehr
saure Buttermileh, wenn sie stark aber noch nicht geniigend pasteuri-
siert worden ist, bisweilen ebenfalls eine violette Firbung.

9. Ucberhand nehmende Siuerung der Mileh vermindert die Inten-
sitat und die Schnelligkeit der Reaktion bis zumn volligen Ausbleiben
der letsteren (etwa bei 3 Tage alter Milch). Sehr saure Vollmilch,
Magermileh, Rahm und Buttermilch sind demnach von hinlénglich er-
hitzten Proben in saurem Zustande nicht mehr zu unterscheiden. Wird
aber die Siure gebunden, so stellen sich die normalen Verhiltnisce
wieder her. Zur Vermeidung von Trugschliissen ist es daher zweck-
-missig, jede in Siuerung iibergegangene Milch bei der Untersuchung
im V& bis 1 Volumen der Reaktionsprobe mit Kalkwasser zu neutrali-
"sieren oder schwach alkalisch zu machen. Unerlisslich ist dieses bei
der stets sauren Molke, zumal diese durch nicht ganz frische Para-
phenylendiaminlésung an sich eine leicht tauschende rotbraune Farbe
.erhilt.

3. Die Reaktion erscheint bei jeder rohen oder nur missig er-
‘hitzten frischen oder neutralisierten Vollmilch, Magermilch, Rahm,
Buttermilch und Molke binnen wenigen Sekunden bis spitestens %
Minute in voller Intensitit. Bei den bis nahe zur Grenze der Reak-
tionsfihigkeit erhitzten Proben (vergl. Punkt 4.), sowie bei den Ge-
mischen aus etark -erhitzter Milch oder Molke mit 5 bis 2 % des rohen
Materials erfolgt sie deutlich in lingstens 5 Minuten. Letztere Frist
ist bei der Storch’schen Probe als Norm der Beobachtungsdauer an-
* zuschen.
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.. 4 Die Reaktion kommt bei Vollmilch, Magermilch und Rahm
n_:cl(it mehr zustande, wenn diese gleichmiissig auf 80° erwirmt worden
sind.

_ Buttermilch versagt die charakteristische Firbung schon, sobald
siz gleichmissig auf 75° pasteurisiert worden ist.

Aus Rohmileh gewonnene Molke verliert das Reaktionsvermogen
durch langeres Erhitzen bei 70°. Im Gegensatze dazu firbi sich aber
eine Molke noch deutlich violett, wenn sie von einer Milch stammt, die
zwar auf hohere Temperaturen (z. B. auf 75 oder 78°) pasteurisiert,
aber noch reaktionsfihig war.

Bei derPriifung der Storch’schen Methode wurden auch einige
vergleichende Versuche mit 1%igem Wasserstoffsuperoxyd angestellt.
Die Reaktion der Rohmilch fiel hierbei schirfer, nimlich indigoblau
aus. Ebenso gaben die Zusitze von 5 bis 2 % roher zur stark erhitzten
Mileh eine etwas stirkere Blaufirbung. Gekochte Milch zeigte nach
langerem Stehen gleichfalls die vorhin erwihnte Verfirbung. Die
Molke verhielt sich entsprechend der zu ihrer Herstellung verwendeten
Mileh.

Wesentliche Vorziige hiitte somit diese Modifikation der Storch-
schen Probe nicht. :

4. Das Storch’sche Verfahren in der Ab#nderung von Schaffer.

Scheffer will die Storch’sche Probe mit der gleichen Menge der
Reagentien, aber bei 10 cem Milch ausgefiihrt wissen,!) wiahrend
Storch?) 1 Teeloffel, d. h. etwa 3 cem Milch als geniigend erachtete.
Der Unterschied beider Verfahren liegt somit lediglich in der Ver-
wendung des dreifachen Milchquantums bei der Schaffer’schen Para-
phenylendieminreaktion. Letztere wurde bei simtlichen Vollmilch-
proben mit der Storch’schen Methode in Parallelversuchen verglichen.

Das Verfahren erwies sich bei Rohmilch, ungeniigend erhitzter
Milch, Gemischen aus stark erhitzter mit 5 bis 2 % roher und des-
gleichen bei verwisserter Milch der Hauptsache nach wie das Storch-
sche brauchbar. Lingere Zeit auf 80° oder dariiber erhitzte Milch gab
die Reaktion nicht.

Vorziige der Schaffer’schen Probe vor der Storch’schen waren
nicht zu ermitteln, dagegen folgende Miingel:

1. Bei allen eingetretenen Reaktionen war die Férbung etwas
weniger intensiv als bei der Storch’schen Methode.

9. Der Eintritt der Reaktion erfolgte bei normaler Rohmilch um
einige Sekunden spiter und kam in der Regel erst mit etwa 14 Minute
auf die Maximalfirbung. Bei nahe'an die Grenze der Reaktionsfihigkeit
pasteurisierter Milch, oder bei Mischmilch mit 5 bis 2 % Rohmilch-
gehalt, differierte das Erscheinen der Reaktion und ihre Maximal-
firbung von den nach Storch untersuchten Proben noch mehr. Trat z
B. in solchen weniger giinstigen Fiillen (vergl. Tabelle G. z. Bsp.) bei

) Schaffer cf. S. 29.

¥) Storch cf. 8. 26.
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Anwendung der Methode Storch die Blaufirbung in 5 Minuten ein,
so erfolgte sie nach Schaffer erst in 7 bis 8 Minuten.

Hiernach muss fiir die Schaffer’sche Probe die Beobachtungszeit
auf 10 Minuten ausgedehnt werden.

3. Siéuernde Milch hatte in dem von Schaffer vorgeschriebenen
Reaktionsquantum einen entsprechend stdarkeren Einfluss auf die Wirk-
samkeit der Reagentien und liess etwa entstandene Firbungen um so
frither verblassen. Auch wurde bei Zusatz des halben oder gleichen
Volumens Kalkwasser zu den erforderlichen 10 ccm saurer Mileh die
Fliissigkeitsmenge fiir die wenigen Tropfen der Reagentien zu gross,
und dadurch die Intensitit der Reaktion abgeschwicht.

Hingegen machte sich bei der Schaffer’schen Modifikation die
Verfirbung der gekochten Milch etwas spiter bemerkbar als in den
nach Storch behandelten Proben.

Aus obigen Nachteilen wurde bei der weiteren Milchpriifung der
Schaffer’sche mnodus nicht mehr beriicksichtigt.

5. Die Ursolprobe von Utz.

In Teil I, 3.') ist dieses Verfahren nach Utz bereits hin-
reichend besprochen worden.

Zur Ausfihrung benutzte ich einmal die von Utz vorgeschriebene
Ursol D-losung 0,1 : 30 in absolutem Alkohol und dann auch Ursol D?)
in fester Form, und zwar wurden einige Tropfen der Losung resp.
wenige Blattchen des festen Ursols (3 bis 5) mit ca. 5 ccm Mileh durch
Umschiitteln vermischt.

Die blaugefirbte Reaktion soll bei roher oder ungeniigend er-
hitzter, sowie auch bei Mischmilch auf Zusatz einiger Tropfen (0,5 ccm)
einer ca 1%igen Wasserstoffsuperoxydlosung eintreten. Die Schnellig-
keit des Reaktionseintrittes verlangsamt sich um so mehr, je stirker die
Milch erhitzt worden ist, oder je weniger Rohmilch eine Mischmilch
enthilt. Statt Wasserstoffsuperoxydlosung rit Utz Ammoniumper-
sulfat oder auch Kaliumperkarbonat in fester Form anzuwenden. Er
empfiehlt ferner den Gebrauch von Tabletten, welche aus vorstehenden
Ingredienzien mit einem indifferenten Bindemittel hergestellt sind.
Desgleichen erwihnt Utz der Ursoltabletten, auf deren Anwendung er
besonderes Gewicht legt, ohne jedoch anzugeben, in wie grosser Menge
das cine oder das andere Agens in einer Tablette enthalten sein soll,
obgleich er von genauestens bestimmten Mengenverhiltnissen spricht.

-Bei meinen Versuchen habe ich Ammoniumpersulfat®) sowohl in
fester Form wie in Losung zugesetzt, wihrend Kaliumperkarbonat*)
nur als Substanz in Gebrauch genommen wurde. Festes Ammonium-
persulfat gab in den kleinsten Mengen (Kérnchen) stets eine Blau-
reaktion mit Ursol D schon auf Wasserzusatz, desgleichen beim Mischen
mit gekochter Mileh in kurzer Zeit (2 bis 3 Minuten), wihrend diese
Reaktionen bei Benutzung von Kaliumperkarbonat nie zu beobachten

et et
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") Aktiengesellschaft fiir Anilinfabrikation-Berlin.

%) Ammonium Persulfuricum v. E. Merck-Darmstadt.
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waren. Um die Dosierung von Ammoniumpersulfat noch winziger
zu gestalten, wurden frisch bereitete Losungen verwendet, doch traten |
auch jetzt stiindig Blaufirbungen in stark erhitzter Milch ein. Diese
waren wohl nicht immer so intensiv wie auf Zusatz von roher Milch, da
sie von der Menge des zugegebenen Persulfates abhingig waren;
immerhiu zeigten sic sich auch bei den geringsten Gaben zwar schwach,
jedoch deutlich. Zudem hatte das Persulfat selbst bei vorsichtigster
Aufbewahrung nur eine relative Haltbarkeit, insofern eine geringe
Quantitdt des Salzes im Trockenglidschen bei nicht allzuhdufiger Ent-
nahme eines Kornchens bald zu einer festen Masse verschmolz. Die
bei ungefihr 50 verschiedenen Vollmilchproben ausgefithrten Versuche
hatten siimtlich ein negatives Ergebnis, sodass die Probe mit Ammoni-
umpersulfat zum mindesten als unsicher bezeichnet werden muss, und
ich lassc es dahingestellt, welche Ursachen diese Misserfolge gezeitigt
haben. :

Giinstige Resultate gab hingegen die¢ Ursol I)-l6sung einmal mit
Wasserstoffsuperoxyd (Utz) und ferner mit festem Kaliumperkarbonat.
Bei Anwendung frisch bereiteter resp. bis 2 Wochen alter Ursol D-
losung trat hier die Reaktion in der frischen Milch durchweg scharf
und prompt ein.

Da jedoch die Ursol D-16sung auf Grund meiner zahlreichen Ver-
suche glcichfalls eine recht geringe Haltbarkeit (2 bis 3 Wochen) be-
sitzt, und da ferner auch der Wasserstoffsuperoxydlosung nur eine ge-
wisse Branchbarkecitsdauer zukommt, liess ich nur noch die alleinige
Verwéndung von festem Ursol und festem Kaliumperkarbonat (1 bis
2 Kornchen) gelten. Mit dicsen Agentien — Ursol D und Kaliumper-
karbonat —- erhielt ich Resultate, die ebenso wie das Storch’sche Ver-
fahrea noch den geringen Zusatz von 2 %o roher zur stark erhitzten
Milch in 5 Minuten sicher erkennen liessen. In den Tabellen L bis O
gebe ich cine Uebersicht iiber meine in diesem Abschnitt kurz skiz
zierten Versuche.

Wie die Tabellen lehren, erwies sich die Irobe mit der Ursol-
losung bei Molke von Mischmilech mit weniger als 5% Rohmilchge-
halt nicht mehr scharf genug, ebensowenig bei entsprechenden Ge-
mischen von stark erhitzter und roher Molke. Wohl aber waren diese
Reaktionen mit Ursol D in Substanz und festem Kaliumperkarbonat
noch deutlich und sicher zu erbringen. Auch vollzog sich die Ursol-
reaktion durchschnittlich etwas langsamer als die Storch’sche, was
wiederun: besonders bei der Molke der auf hohere Temperaturen (75°
79°) erhitzten, aber noch reaktionsfahigen Milch, ferner bei der Misch-
molke zu beobachten war. Nach den vermerkten Zahlen ist als iiusserste
Zeitgrenze fiir den Reaktionscintritt eine 10 Minuten lange Kontrolle
einzuhalten.
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